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Kurzfassung

Zur Bekampfung der Schwarzfaule werden im 6kologischen Weinbau nach wie Kupfer- oder Schwefelprdparate
eingesetzt. Als Alternative sollte das Potential der Europdischen Wildrebe (Vitis sylvestris) fir die Resistenzziichtung
untersucht werden. Dies wiirde zum einen die natdiirliche Artbarriere respektieren und neue Resistenzquellen fir eine
nachhaltige Pyramidisierung erschlieBen. Grundlage war eine im Rahmen des BLE-Projekts ,,Uberlebenssicherung der
Wildrebe in den Rheinauen durch gezieltes in-situ Management” im Botanischen Garten des KIT etablierte Sammlung
von V. sylvestris, die nach derzeitigem Kenntnisstand die in Deutschland fiir diese Art noch vorhandene genetische
Diversitat vollstdndig abbildet. In dieser Sammlung waren Hinweise auf Resistenzen gegen die Rebenkrankheiten
Falscher Mehltau, Echter Mehltau und Schwarzfaule entdeckt worden. Diese Population wurde sehr detailliert in
Bezug auf Resistenz gegenliber Schwarzfaule, Falschem Mehltau, Echtem Mehltau, anatomischen und chemischen
Merkmalen, und genetisch mit 5-10 hochauflésenden Mikrosatellitenmarkern je Chromosom kartiert. Flir zwei
interessante sylvestris Genotypen konnten umfangreiche Kreuzungspopulationen mit vinifera erzeugt werden.
Weiterhin wurden fiir die Schwarzfaule viele Aspekte der Infektion aufgeklart. So konnte gezeigt werden, dass
wahrend der biotrophen Phase Pektine aus der Zellwand des Wirts als Nahrungsquelle genutzt werden, und dass die
bessere Altersresistenz einiger sylvestris Genotypen mit Modifikationen des Pektins zusammenhangt und ein
interessantes Ziel fur die Resistenzziichtung darstellen kénnten. Weiterhin konnten fiir zwei Beispiele von
nichtamerikanischen Wildreben molekulare Mechanismen aufgezeigt werden, die zu einer wirkungsvolleren basalen
Immunitat gegen Falschen oder Echten Mehltau fiihren. Das Projekt legt damit die Grundlage fiir die ErschlieBung
unserer heimischen Wildrebe V. sylvestris als genetische Ressource fiir den nachhaltigen Weinbau der Zukunft.

Summary

Black Rot is controlled in ecological viticulture by copper or sulphur preparations. As alternative strategy, the
potential of the European Wild Grape (Vitis sylvestris) for resistance breeding should be investigated. This would
allow to respect the natural species barreer and to find new resistance sources for a sustainable pyramidisation. Start
point was a collection of V. sylvestris, established in the Botanical Garden of the KIT in frame of the BLE project
»Safeguard of the Wild Grape in the Alluvial Rhine Woods by targeted in-situ management”. This collection
represents, to the best of our knowledge, the current genetic diversity in Germany for this species. In this collection
resistance against the grape pests Downy and Powdery Mildew, and Black Rot have been discovered. This population
was mapped in great detail with respect to resistance against these pests, but also anatomical and chemical traits, as
well as genetically by 5-10 highly variable microsatellite markers per chromosome. For two promising sylvestris
genotypes extensive crossing populations with vinifera could be established. Further, many aspects of Black Rot
infection could be elucidated. For instance, it was shown that during the biotrophic stage, pectins from the host cell
wall are used as carbon source, and that the superior age resistance of several sylvestris genotypes is linked with
pectin modifications, providing interesting targets for resistance breeding. Further, fort wo non-American grapes
molecular mechanisms enhancing basal immunity against Downy or Powdery Mildew were demonstrated. The
project, thus, paves the way for future exploitation of the European Wild Grape as genetic resource for the
sustainable viticulture of the future.
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I Einfihrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Eine zentrale Motivation des 6kologischen Landbaus ist die Vermeidung von chemischen Pflanzenschutzmitteln, was
vor allem den Weinbau vor grofRe Herausforderungen stellt. Im Mittelpunkt standen dabei bisher der Echte und der
Falsche Mehltau. Seit etwa zehn Jahren wird jedoch zunehmend auch die Schwarzfiaule zum Problem. Zur
Bekdmpfung werden im 6kologischen Weinbau Kupfer- oder Schwefelpraparate eingesetzt, fir die Schwarzfaule oft
sogar Kombinationspraparate. Die Belastung von Boden und Grundwasser mit Kupfer ist problematisch und es wird
daher national und international versucht, den Kupfereintrag in die Umwelt zu vermindern. Ein wichtiger Ansatz ist
dabei die Zichtung pilzwiderstandsfahiger Rebsorten. Als Resistenzquelle gegeniiber den Mehltaukrankheiten
wurden in der Vergangenheit vorwiegend amerikanische, aber auch asiatische Wildreben ziichterisch genutzt. Dabei
gibt es immer wieder die Kritik von Okowinzern, dass hier die natiirliche Artbarriere durchbrochen werde. AuRerdem
muss der sogenannte "Fuchston" Gber langwierige Riickkreuzungsprogramme eliminiert werden. Ein drittes Problem
ist die inzwischen schon deutlich sichtbare Erosion der Resistenz bei den kommerziell genutzten
pilzwiderstandsfahigen Sorten (im Extremjahr 2016 besonders ausgepragt). Um hier mittelfristig Alternativen
entwickeln zu kénnen, sollte im Rahmen des Projekts das Potential der Europdischen Wildrebe (Vitis vinifera ssp.
sylvestris, im Folgenden als V. sylvestris bezeichnet) fir die Resistenzzlichtung untersucht werden.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Bezug des Vorhabens zu den einschligigen Zielen des BOLN oder zu
konkreten Bekanntmachungen und Ausschreibungen

Ziel des Projekts ist es, die im Rahmen des BLE-Projekts ,Uberlebenssicherung der Wildrebe in den Rheinauen durch
gezieltes in situ-Management” am Botanischen Garten des Karlsruher Institut fir Technologie etablierte ex-situ
Sammlung der Europdischen Wildrebe (Vitis vinifera ssp. sylvestris) fir den nachhaltigen Weinbau nutzbar zu
machen. Die in diesen Wildreben lUberraschenderweise vorhandenen Resistenzfaktoren gegen Falschen Mehltau,
Echten Mehltau und vor allem gegen die Schwarzfaule sollen in Kulturreben eingekreuzt und mithilfe einer
Verbindung aus molekulargenetischer Kartierung, Infektionsversuchen, zellbiologisch-morphologischen und
biochemischen Untersuchungen identifiziert und fiir die Zlichtung nutzbar gemacht werden. Mittelfristiges Ziel ist
eine Alternative zum Einsatz von Kupferpriaparaten im Okologischen Weinbau.

Das von der Bundesanstalt flir Landwirtschaft und Erndhrung (Bekanntmachung Nr. 05/10/51 vom 28.06.2010)
aufgelegte Programm Uber die Durchfiihrung von Forschungs- und Entwicklungsvorhaben (FuE-Vorhaben) fir den
Bereich ,Pflanzenziichtung fiir den 6kologischen Landbau“ im Rahmen des Bundesprogramms ,Okologischer
Landbau” hat das Ziel, das Sorten- und Artenspektrum zu erweitern und hinsichtlich der Ziele und Anforderungen des
Oko-Landbaus in der 6kologischen Pflanzenziichtung zu optimieren. Explizit wird die ,ziichterische
Weiterentwicklung von Kulturen fur die Bedingungen des 6kologischen Anbaus hinsichtlich der Eignung fir den
okologischen Anbau typische Anbauformen, insbesondere hinsichtlich Resistenzeigenschaften gegeniber
samenblrtigen, bodenbiirtigen und anderen Krankheitserregern” genannt.

Die in Deutschland traditionell angebauten Rebsorten sind alle sehr anfillig gegen die Krankheiten, die im 19.
Jahrhundert aus Nordamerika eingeschleppt wurden. Die Bekdmpfung von Falschem und Echtem Mehltau,
zunehmend aber auch der Schwarzfaule erfordert sehr intensive MalRnahmen im Pflanzenschutz. Klimaerwarmung
und die zu erwartende Zunahme von extremen Wettersituationen (z.B. sommerlicher Starkregen: férdert Falschen
Mehltau und Schwarzfaule; ausgedehnte Trockenperioden: fordert Echten Mehltau) werden dies noch weiter
verscharfen. Hiervon wird insbesondere der ©kologische Weinbau betroffen sein, da die hier eingesetzten
Pflanzenschutz-Produkte im Allgemeinen weniger stark wirken. Die deshalb im 6kologischen Weinbau ohnehin schon
dichten Applikationsintervalle mussen daher u.U. noch mehr verkiirzt werden, was zu verstarkten
Bodenverdichtungen beitrdgt und den Bemihungen um die Erhaltung bzw. Steigerung der Bodenfruchtbarkeit
zuwiderlauft. Zentrales Problem des 0&kologischen Anbaus ist jedoch nach wie vor der durch die
Pflanzenschutzbehandlungen bedingte Eintrag von Kupfer in den Boden. Zur Reduzierung dieses Problems kann die
Resistenzzlichtung einen entscheidenden Beitrag leisten. Im Kontext zur Ausschreibung sollen in dem
vorgeschlagenen Projekt neue Resistenzquellen ziichterisch verfligbar gemacht werden, die einen wichtigen Beitrag
flir die Steigerung der Pilzwiderstandsfahigkeit von neuen Sorten liefern und somit eine Reduktion des
Pflanzenschutzaufwandes ermoglichen. Erstmals bietet sich hier auch ein zlichterischer Ansatz fiir die nachhaltige
und o6kologisch vertragliche Einddmmung der Schwarzfaule. Das Projekt adressiert also ein zentrales Ziel des
Programms , Pflanzenziichtung fir den 6kologischen Landbau.



1.3. Planung und Ablauf des Projekts

Voraussetzungen: Im Rahmen des BLE-Projekts ,, Uberlebenssicherung der Wildrebe in den Rheinauen durch gezieltes
in-situ Management” wurde im Botanischen Garten des KIT eine Sammlung von V. sylvestris etabliert. Nach
derzeitigem Kenntnisstand bildet diese Sammlung die in Deutschland fir diese Art noch vorhandene genetische
Diversitat vollstandig ab. In dieser Sammlung waren Hinweise auf Resistenzen gegen die Rebenkrankheiten Falscher
Mehltau, Echter Mehltau und Schwarzfiaule entdeckt worden. Diese neuen, bisher unbekannten Resistenzquellen
sollten nun mithilfe molekularer Marker fiir die Rebenziichtung erschlossen werden, um sie spater mit bereits
vorhandenen und bekannten Resistenzen kombinieren zu kdnnen. Von einer solchen Pyramidisierung teilweise
verschiedener Resistenzmechanismen erhofft man sich eine erhdhte Dauerhaftigkeit der Resistenz. Von
herausgehobenem Interesse war hier die Schwarzfaule, die besonders im 0Okologischen Weinbau zunehmend
Probleme macht und von den bisherigen pilzwiderstandsfdahigen Rebsorten nicht adressiert wird. Wahrend die
Resistenzquellen aus amerikanischen Wildreben vermutlich auf eine durch Koevolution entstandene sogenannte
Effektor-getriebene Resistenz zurlickzufiihren sind, wurden fir V. sylvestris vor allem Faktoren der sogenannten
basalen Resistenz vermutet, da diese Art keine Koevolution mit aus USA stammenden Pathogenen fiir Falschen und
Echten Mehltau oder Schwarzfaule durchlaufen hat. Die grundsatzliche Verschiedenheit der Resistenzmechanismen
bote so eine gute Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Pyramidisierung.

Planung:

Das Vorhaben umfasste in der Hauptphase drei thematische Blocke:

1. Ausfuhrliche Kartierung der sylvestris Sammlung:
e Antwort auf gezielte Infektion mit Guignardia bidwelli, dem Erreger der Schwarzfaule
e Antwort auf gezielte Infektion mit Plasmopara viticola, dem Erreger des Falschen Mehltaus
e Antwort auf gezielte Infektion mit Erysiphe necator, dem Erreger des Echten Mehltaus

e Induktion von Stilbenen (wichtigen Abwehrstoffen, zentrale Antwort der basalen Immunitat)
e Mikrosatelliten-Marker, die das gesamte Genom abdecken (Ziel 3-5 Marker pro Chromosom)

Ziel dabei war es, Korrelationen zwischen genetischen Markern (Mikrosatelliten) und Unterschieden in Anfalligkeit
gegen diese Pathogene und die Akkumulation von Stilbenen zu finden, um dies spater ziichterisch nutzen zu kénnen
(Marker-gestiitzte Kreuzung).

2. Zellulédre Analyse des Infektionsgeschehens bei Guignardia bidwelli, dem Erreger der Schwarzfaule

Ziel dabei war es, die in groRen Teilen unbekannten Details des Infektionsgeschehens aufzudecken, um so Ziele fir
die Entwicklung von Resistenzen gegen Schwarzfdule zu identifizieren.

3. Etablierung einer Kreuzungspopulation aus interessanten sylvestris Kandidaten und Kulturreben

Ziel dabei war es, die in Vorversuchen als vielversprechend identifizierten sylvestris Genotypen mit Augster Weiss
(einer méannlich-sterilen vinifera-Varietat) oder Weiburgunder zu kreuzen.

Im Rahmen der Verlangerungsphase wurden noch zwei weitere Themen mit eingebunden:
4. Steuerung der basalen Immunitat

Ziel dabei war es, die Mechanismen der basalen Immunitdt zu verstehen, da die momentan in PIWI-Reben genutzten
Resistenzen auf Effektor-getriebener Immunitat beruhen.

5. Untersuchung der Resistenzerosion von PIWI-Reben gegen Falschen Mehltau
Ziel war hier, mithilfe neuer, genetisch definierter Pathogen-Stimme Einblicke in die gerade auch im letzten Jahr

beobachtete Resistenzerosion von PIWI-Reben zu gewinnen.

Tatséchlicher Ablauf:

1. Ausfiihrliche Kartierung der sylvestris Sammlung:



Die oben formulierten Ziele wurden alle erreicht - die sylvestris Population ist nun detailliert und in hoher Qualitat
phanotypisiert worden, ebenso konnte sie mit 5-10 informativen Markern je Chromosom genotypisiert werden.

2. Zelluldre Analyse des Infektionsgeschehens bei Guignardia bidwelli, dem Erreger der Schwarzfaule

Hier wurde das Ziel nicht nur erreicht, sondern die Analyse mit der Identifikation von Pektin-Modifikationen sogar
auf die molekulare Ebene vorangetrieben werden. Damit wurde ein ganz konkreter Mechanismus entdeckt, mit dem
man kiinftig arbeiten kann.

3. Etablierung einer Kreuzungspopulation aus interessanten sylvestris Kandidaten und Kulturreben

Dieses Ziel wurde nicht erreicht: Hier handelte es sich um ziichterische Pionierarbeit unter schwierigsten
Bedingungen, da die Wildreben zum einen zweihausig sind, zum anderen erst sehr junges Material zur Verfigung
stand und zum dritten die Kreuzungskampagnen der ersten beiden Jahre durch Witterungseinbriiche wahrend der
Blutezeit weitgehend zunichtegemacht wurden. Erst im dritten Jahr gelang es Kreuzungspopulationen zu etablieren,
mit denen man die Arbeit beginnen konnte. Da die Entwicklungsdauer von Reben mit dem engen Zeitrahmen eines
solchen Projekts in Konflikt steht, war diese Verzégerung nicht mehr aufzuholen. Die Kreuzungspopulation ist zwar
inzwischen etabliert, aber noch zu jung, um genligend Material fir Infektionsstudien zu bieten. Weiterhin zeigten die
Ergebnisse von Block 1, dass andere Kreuzungspartner sinnvoller gewesen waren - dies war aber ein Ergebnis des
Projekts selbst und daher zu Beginn noch nicht bekannt. Hatte man dieses Wissen a priori gehabt, ware Schritt 3
anders konzipiert worden

4. Steuerung der basalen Immunitat

Hier konnten genetisch bedingte Unterschiede in der Induzierbarkeit von Stilbenen gezeigt und analysiert werden.
Flr zwei nichtamerikanische Wildreben, die also keine Effektor-getriebene Immunitat besitzen sollten, konnten zwei
vollig unterschiedliche Mechanismen detailliert entschliisselt werden, die zu einer Verstarkung der basalen
Immunitat fihren. Dieser Block verlief also ebenfalls erfolgreicher als erwartet.

5. Untersuchung der Resistenzerosion von PIWI-Reben gegen Falschen Mehltau

Hier konnten mithilfe neuer Werkzeuge erste Einblicke in die Mechanismen der Resistenzerosion gewonnen werden,
die noch einmal deutlich machen, dass diese Erosionen relativ einfach evolvieren kénnen. Dieser Block war also
ebenfalls erfolgreich und ist fur die F&E Strategie im nachhaltigen Weinbau von hoher Relevanz.

Fazit:

Trotz des begrenzten Zeitrahmens dieses Projekts, konnten vier der finf selbstgesteckten Ziele erreicht werden.
Aufgrund der langen Entwicklungsdauer der Weinrebe ware eine ziichterische Vorbereitung im Rahmen der
Projektlaufzeit nur unter optimalen Bedingungen und selbst dann nur im Ansatz moglich gewesen. Da das Kreuzen
von sylvestris nicht trivial ist und auch witterungsbedingte Widrigkeiten in den ersten zwei Projektjahren den Erfolg
zunichtemachten, war Block 3 nicht erfolgreich. Dafiir konnten Block 2 und 4 erfolgreicher entwickelt werden als
zunachst zu vermuten war. Insgesamt hat das Projekt zwei groRRe Erfolge gezeitigt:

A. Die in Deutschland vorhandene genetische Diversitdt der Europaischen Wildrebe wurde hinsichtlich der Resistenz
gegen drei wichtige Rebkrankheiten, der Bildung von Abwehrstoffen und informativer Mikrosatellitenmarker in
groRer Detailtiefe erschlossen.

B. Mit qualitativ hochwertigen Daten konnten wichtige Einblicke in das Infektionsgeschehen der Schwarzfaule
gewonnen werden. Damit gelang es, Pektin-Modifikationen in der Zellwand des Wirts als molekularen Schliissel fiir
die Resistenz gegen Schwarzfaule zu identifizieren.

. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde
1.1. Stand des Forschungsfelds zu Beginn des Vorhabens

Die Weinrebe stellt wegen ihrer Anfalligkeit fiir Pathogene die 6kologische Landwirtschaft vor besonders hohe
Herausforderungen. Die Weinrebe ist ein Paradebeispiel fiir die Globalisierung von Pflanzenpathogenen wie Echtem
und Falschem Mehltau, aber auch der Reblaus und der Schwarzfaule. Die meisten dieser Pathogene wurden im 19.
Jahrhundert aus Nordamerika eingeschleppt, wo sie sich gemeinsam mit ihren Wirtspflanzen, amerikanischen
Wildreben, entwickelt haben. Im Ursprungsgebiet hat sich ein evolutiondres Gleichgewicht zwischen Wirt und



Pathogen eingestellt, in Europa trafen nun diese hochgeriisteten Pathogene auf einen sogenannten "naiven Wirt"
mit katastrophalen Folgen.

Die Idee, Resistenzfaktoren aus amerikanischen Wildreben in Kulturreben einzukreuzen, entstand schon Ende des
19. Jahrhunderts in Frankreich, wurde dort spater aber nicht weiterverfolgt. Da die Genetik der Rebe aufgrund der
langen Generationsdauer nur ansatzweise bekannt war, dauerte es bis in die 80er Jahre des 20. Jahrhunderts, bis die
ersten PIWI-Reben (fir pilzwiderstandsfahig) zugelassen wurden. Die groe Mehrheit dieser PIWI-Reben nutzen
dieselben Resistenzfaktoren (etwa den Locus Rpv3 fiir Resistenz gegen Plasmopara viticola, den Erreger des Falschen
Mehltau). Da die Evolution nicht stehenbleibt, fiihrt dies nattrlich zu einem Selektionsdruck auf das Pathogen, diesen
Resistenzfaktor auszuhebeln. In der Tat beobachtet man seit etwas mehr als einem Jahrzehnt Stamme von P. viticola,
die auch PIWI-Reben wie etwa die Sorte 'Regent' infizieren kénnen. Der Einsatz von PIWI-Reben macht es moglich,
im 6kologischen Weinbau den Einsatz von Kupferpraparaten zu reduzieren. Der derzeitige Grenzwert in Deutschland
liegt mit 3 kg/ha, deutlich niedriger als in anderen europaischen Landern. Eine Resistenzerosion bei den PIWI-Reben
wirde diesen Alternativansatz verunmdglichen, mit katastrophalen Folgen fiir den 6kologischen Weinbau.

Genetische Untersuchungen, unter anderem bei am Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof haben inzwischen
zahlreiche sogenannte QTLs (quantitative trait loci) identifiziert, die mit Resistenzen gegenliber dem Falschen und
dem Echten Mehltau korreliert sind und zlichterisch genutzt werden kénnten (Fischer et al. 2004, Di Gaspero et al
2007). Wirden solche Faktoren Uber entsprechende Kreuzungen kombiniert (sogenannte Pyramidisierung),
entstiinden so Resistenzen, die auf mehreren Faktoren beruhen und daher evolutionar deutlich stabiler sind als die
derzeitigen PIWI-Reben (Eibach et al. 2007). Molekulare Marker, die mit diesen Loci gekoppelt sind, erlauben es, die
Vererbung der Resistenz in der Nachkommenschaft zu verfolgen und Pflanzen mit Resistenz bereits im Samlings-
stadium zu identifizieren (sogenannte Marker-gestiitzte Zlichtung, nicht zu verwechseln mit Gentechnik, es wird nur
natirlicher Genfluss Uber sexuelle Fortpflanzung genutzt).

Eine weitere Herausforderung fir den Okologischen Weinbau ist die Ausbreitung einer weiteren Krankheit, der
Schwarzfaule, die durch den Pilz Guignardia bidwellii hervorgerufen wird. Erstmals 2002 trat diese Krankheit verstarkt
in Mosel, Mittelrhein, Nahe und spater auch in der Pfalz auf. Die befallenen Beeren verfarben sich violett und
mumifizieren. Darauf entstehen die Fruchtkérper (Perithezien), in denen der Pilz Gberwintert. Die Schwarzfaule
gefahrdet Ertrag und Qualitat des Weins, vor allem auf 6kologisch bewirtschaftete Rebflachen. Im konventionellen
Weinbau wird beginnend mit dem Zweiblattstadium in recht enger Folge mit Fungiziden gespritzt. Da die
Schwarzfaule bislang kaum in Erscheinung trat, gibt es dagegen kaum Erfahrungen zu einer wirksamen Bekdampfung
im 6kologischen Weinbau auBerhalb kombinierter Kupfer-Schwefelpraparate, die als Kombinationsanwendung keine
Zulassung zur Bekdampfung der Schwarzfdule besitzen. Resistenzfaktoren gegen die Schwarzfaule finden sich
vereinzelt bei amerikanischen und sibirischen Wildreben, sind aber bislang nur rudimentar bearbeitet worden.

1.2 Eigene Vorarbeiten

Im Rahmen des BLE-Projekts ,Uberlebenssicherung der Wildrebe in den Rheinauen durch gezieltes in situ-
Management” wurde im Botanischen Garten des Karlsruhe Institute of Technology eine genetisch, physiologisch und
morphologisch detailliert charakterisierte Sammlung der Stamm-Mutter unserer Kulturrebe, der vom Aussterben
bedrohten Europaischen Wildrebe (Vitis vinifera ssp. sylvestris) aufgebaut, die nach derzeitigem Kenntnisstand die
komplette in Deutschland noch vorhandene genetische Diversitat fiir diese Art abbildet. In Zusammenarbeit der
Partner KIT und DLR konnte dann gezeigt werden, dass es in dieser Sammlung Genotypen gibt, die nach Infektion mit
dem Falschen und dem Echten Mehltau, aber auch mit der Schwarzfaule deutlich weniger befallen wurden als
Kulturreben. Daraus entstand dann die Idee, das JKI als Partner mit einer langen Tradition auf dem Gebiet der
Resistenzziichtung einzubinden. Beispielsweise wurden, basierend auf einer genetischen Karte aus der Kreuzung
Regent x Lemberger, ein Resistenz-Lokus fiir den Echten Mehltau (Ren3) und ein Resistenz-Lokus fiir den Falschen
Mehltau (Rpv3) identifiziert.

1.3 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Alle drei Partner waren in das vom Interreg Oberrhein geférderte Verbundprojekt "Bacchus - Forschung fiir
nachhaltigen Weinbau" mit eingebunden und so im standigen Austausch mit allen relevanten
Forschungseinrichtungen der Region. Dies bot fiir das Projekt sehr hilfreiche Technologien - beispielsweise konnte
fur die aufwendige Bestimmung der Stilben-Profile (s. Abschnitt 2) die Metabolomik-Plattform des INRA Colmar
genutzt werden, um die Wildrebensammlung am KIT zu chemotypisieren. Umgekehrt wurden Akzessionen aus dieser
Kollektion von der Université de Haute Alsace dazu genutzt, nach Resistenzen gegenlber holzzerstérenden Pilzen
(Ubrigens erfolgreich). Die Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Otmar Spring von der Universitdt Hohenheim machte es



moglich, die dort etablierten Einzelsporangien-Linien von P. viticola zu nutzen, um Einblicke in die oben beschriebene
Erosion der Rpv3-vermittelten Resistenz zu gewinnen.

1. Material und Methoden

..  Material: Wildrebensammlung des KIT

Im Rahmen des BLE-Projekts ,Uberlebenssicherung der Wildrebe in den Rheinauen durch gezieltes in situ-
Management” wurde im Botanischen Garten des Karlsruhe Institute of Technology eine genetisch, physiologisch und
morphologisch detailliert charakterisierte Sammlung der Stamm-Mutter unserer Kulturrebe, der vom Aussterben
bedrohten Europdischen Wildrebe (Vitis vinifera ssp. sylvestris) aufgebaut. Diese umfasst unter anderem eine
vollstdndige genetische Abbildung der groRten deutschen Wildrebenpopulation auf der Halbinsel Ketsch. Momentan
sind 107 Genotypen in der Sammlung reprasentiert, der GroRteil von der Halbinsel Ketsch, daneben noch einzelne
Wildreben von den sporadischen Oberrhein-Vorkommen aulRerhalb Ketsch, den Donau-Auen nahe Wien und dem
Kaukasus. Die genetische Struktur dieser Kollektion wurde mithilfe von 8 sogenannten SSR-Markern analysiert, und
mit den verfligbaren Daten von insgesamt >300 Genotypen aus Europa verglichen. Dabei zeigte sich, dass die
Ketscher Population unter den in Europa noch verbliebenen Populationen die groRRte Diversitat aufweist (Nick, 2014).

II.2.  Material: Pathogenstamme

Schwarzfiule: hier wurde das Isolat ,8088-2“ verwendet, das 2005 aus einer Driesche in Kesten an der Mosel
gewonnen wurde. Die Kultivierung des Erregers erfolgt auf Hafermehl-Agar in Klimaschranken bei 25°C, 12 Stunden
pro Tag beleuchtet mit Schwarzlicht (L18-73, Osram, Muinchen) und WeiRlicht (L18W/840 Lumilux, Osram,
Muinchen). Zur Vermehrung werden ca. 1 cm2 groRe Mycelstlicke aus zwei bis drei Wochen alten Kulturen auf neue
mit Hafermehl-Agar gefiillte Petrischalen liberfiihrt.

Falscher Mehltau: hier werden vier verschiedene Isolate eingesetzt: ,Zucht”, ,GWH*, ,8836“ und ,8837“. Der Stamm
»Zucht” wurde 1990 in Niederhorbach isoliert und seither im DLR Rheinpfalz vermehrt. Er zeichnet sich durch eine
Cymoxanil-Toleranz aus. Das Isolat ,GWH" ist benannt nach seinem Herkunftsort Geilweilerhof, dem Institut fur
Rebenziichtung JKI Siebeldingen und stammt aus einer Anlage verschiedener mehltauresistenter Rebsorten aus dem
Jahr 2009. Die Stamme ,,8836“ und ,,8837“ wurden in intensiv behandelten Weilweinanlagen nahe Neustadt an der
Weinstralle isoliert. Die Erhaltung erfolgt getrennt voneinander an Topfpflanzen der Sorte Miller-Thurgau im
Gewadchshaus, die je nach Jahreszeit im Abstand von 7-12 Tagen mit entsprechender Sporensuspension inokuliert
werden. Zusatzlich wurde am KIT im Herbst 2011 auf einer Wildrebe ein weiterer Stamm, PvK36-3, isoliert. Die
Stamme fir den Falschen Mehltau sind in Form gefrorener Sporangien zwischen den Partnern des Netzwerks
ausgetauscht worden, so dass alle mit demselben Pathogen-Material arbeiten konnen. Fir die Untersuchungen zur
Resistenzerosion wurden in der Verlangerungsphase des Projekts auch Einzelsporangien-Linien mit unterschiedlicher
Virulenz eingesetzt: In Kooperation mit Dr. Javier Gomez und Prof. Dr. Otmar Spring (Universitdt Hohenheim) wurden
hier der Stamm 1135-C20 (kann auf der PiWi-Sorte Regent zu wachsen, vermag also die durch den aus
amerikanischen Wildreben stammenden Lokus Rpv3 vermittelte Resistenz zu brechen) und der Schwesterstamm
1137-F2 (kann nicht auf Regent wachsen, Referenzstamm) eingesetzt.

Echter Mehltau: Hier wird mit einem Stamm gearbeitet, der aus einer Rebanlage in Neustadt an der WeinstraRe
stammt und als Dauerkultur an ganzen Reben (Sorte Miller-Thurgau) im Gewadchshaus des DLR Rheinpfalz
weitergefiihrt wird.

II.3.  Methoden: Quantifizierung der Anfilligkeit gegeniiber Falschem Mehltau

Hier wurde eine minimal invasive Methode angewendet, die mit Blattscheiben auskommt. Da hier mehrere Isolate
des Pathogens zur Verfligung stehen (s. 111.2), wurden die Versuche parallel mit diesen Isolaten durchgefiihrt. Zum
einen werden so etwaige Unterschiede zwischen den Stammen sichtbar, zum anderen wird so die Reprdsentanz der
Ergebnisse verbreitert. Als Kontrolle dienten die anfalligen Rebsorten ,Miller-Thurgau’ und ,Riesling’ sowie die PiWi-
Sorte ,Regent’. Pro Reben-Genotyp und Plasmopara-lsolat wurden sieben Blattscheiben aus dem 4. und 5. voll-
entwickelten Blatt (von der Spross-Spitze gezahlt) ausgestochen. Diese wurden randomisiert mit der Blattunterseite
nach oben in Petrischalen Uberfiihrt, wo sie auf 5 ml autoklaviertem Leitungswasser flottieren, um die volle
Turgeszenz des Gewebes zu gewadhrleisten. Jeweils 30 pl einer P. viticola Sporangien-Suspension (33000
Sporangien/ml) wurden zur Inokulation aufgebracht. Der Inokulations-Tropfen wurde 24 hpi (hours post inoculation)
wieder abgenommen. Die Proben wurden bei 21 °C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 Stunden inkubiert.
Nach sieben Tagen wurde fir jeden Inokulationstropfen zunachst die Sporulations-Starke visuell auf einer Skala von



0 bis 4 bonitiert. Um einen zweiten Messparameter zu bestimmen, wurden zusatzlich von jeder Blattscheibe die
Sporangien mit 1 ml einer 0,1% v/v-Tween-20 Losung abgespllt und mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zédhlkammer die
Sporangien-Konzentration dieser Suspension bestimmt. Die Ergebnisse wurden in sieben unabhangigen Testreihen
validiert.

I.4.  Methoden: Quantifizierung der Anfilligkeit gegeniiber Echtem Mehlitau

Echter Mehltau: Zur Uberpriifung der Anfilligkeit der Wildrebenakzessionen gegeniiber E. necator wurden ganze
Pflanzen zwischen die bereits stark befallenen Pflanzen der Dauerkultur gestellt. Als Kontrolle und Vergleich wurden
ebenso Pflanzen der anfilligen Rebsorte ,Miller-Thurgau’ und der pilzwiderstandsfahigen (PiWi) Rebsorte ,Regent’
mitgetestet. Nach drei Wochen wurden die Reben visuell bonitiert. Hierbei wurde die Befalls-Starke der jingsten
acht Blatter prozentual geschatzt und anschlieBend gemittelt. Die Ergebnisse wurden in drei unabhdngigen
Testreihen validiert.

II.5.  Methoden: Quantifizierung der Anfilligkeit gegeniliber Schwarzfaule

Aufgrund der langen Inkubationszeit, die mindestens 14 bis 21 Tage betragt, sind Tests an abgetrennten Blattern
oder Blattscheiben aduRerst schwierig, da selbst nach Oberflachensterilisation h&ufig ubiquitdre Pathogene wie
Botrytis cinerea das Gewebe befallen und falsch positive Befalls-Funde verursachen kdénnen. Zusatzlich konnten
bisher noch keine fiir Schwarzfaule typischen Symptome an abgetrennten Blattern oder Blattscheiben bzw. —stlicken
beobachtet werden. Eine symptombezogene Testmethode an einzelnen Pflanzenteilen ist daher derzeit nicht
durchfiihrbar. Die Resistenztests wurden daher an ganzen Pflanzen durchgefiihrt. Als anfallige Vergleichssorte diente
die Kulturrebsorte Miller-Thurgau. Die Unterlagsrebsorte Bérner und die pilzwiderstandsfiahige Rebsorte Solaris
wurden als Negativkontrollen eingesetzt. Zur Durchfiihrung des Resistenztests wurden zunéachst die Spitzen der
Reben mit einem Draht markiert, um den Wachstumsstand zum Zeitpunkt der Inokulation zu dokumentieren. Die
Inokulation erfolgte mit Hilfe eines Feinzerstdubers, der an Druckluft angeschlossen war und einer wdssrigen
Sporensuspension definierter Konzentration (25000 Sporen/ml). Direkt im Anschluss wurden die Pflanzen fir 24
Stunden in einer feuchten Kammer bei 20°C inkubiert, um eine ausreichend lange Ndssephase fiir eine erfolgreiche
Infektion zu gewdhrleisten. Danach wurden sie im Gewachshaus kultiviert und nach drei Wochen bonitiert. Hierzu
wurde die befallene Flache der beiden Blatter oberhalb und der funf Blatter unterhalb der Markierung prozentual
geschatzt. Zusatzlich wurde die Ausbildung von Pyknidien auf den Symptomflecken und der Befall von Ranken, Trieb
und Geiztrieben vermerkt. Zum Vergleich der Akzessionen wurden die Befalls-Werte der insgesamt sieben
bonitierten Blatter gemittelt. Pro Akzession wurden drei Pflanzen in unabhangigen Versuchen getestet.

11l.6. Methoden: Minimal invasiver Assay fiir Schwarzfaule

Alternativ zu den symptombezogenen Tests wurden mittels Fluoreszenzmikroskop die friihen Entwicklungsstadien
des Erregers untersucht, um Ansatzpunkte flr einen quantitativen Test zu gewinnen, der nach wenigen Tagen
auswertbar ist und an Blattscheiben durchgefiihrt werden kann. Aufbauend auf den Ergebnissen der Resistenztests
wurden drei Wildrebenakzessionen ausgewahlt, die sehr geringe Befalls-Starken aufwiesen. Zusatzlich wurden die
schwarzfaule-resistenten Sorten Borner und Solaris und die anféllige Rebsorte Miller-Thurgau als Vergleich
herangezogen. Im Rahmen der mikroskopischen Untersuchungen wurde die Anheftungsrate der Sporen an die
Blattoberflache analysiert, ebenso wie die Fahigkeit der Sporen ein Appressorium auszubilden, welches eine
Grundvoraussetzung zur Penetration der Pflanze ist. Erst dadurch besitzen die Sporen die Fahigkeit, Hyphen zu bilden,
um sich im Gewebe auszubreiten. Zusatzlich wurde die Lange der Hyphen und ihr Verzweigungsgrad erfasst. Da sich
der Verzweigungsgrad schon 5 Tage nach Inokulation auf Blattscheiben gut bestimmen lasst, kann er als sensitiver
Pradiktor fir den minimal invasiven Test eingesetzt werden.

1.7 Methoden: Quantifizierung und Analyse morphologischer Parameter

Um die anatomischen Parameter zu erheben, wurden die Blattproben eingebettet und dann mikrotomiert. Details
der recht langwierigen und aufwandigen Prdparation sind in Anhang 1 erlautert.

Fiir jeden Genotyp wurde Blattmaterial fixiert, eingebettet und Uber ein Ultramikrotom geschnitten. Durch
Anfarbung mit Acridin Orange traten dann die Cuticularhérnchen auf Innen- und AufSenseite der Stomata deutlich in
Erscheinung. Als Referenzen dienten neben verschiedenen Kultursorten auch pathogen-resistente Wildreben aus
Nordamerika. Diese feinstrukturellen Daten, ergdnzt um weitere Parameter (minimale und maximale Zahl
Epidermiszellen zwischen den Stomata, Ausprdagung von peristomatdren Cuticularstreifen, weitere Merkmale)
wurden quantifiziert und in einem Datenblatt zusammengefiihrt. Neben den Stomata wurden auch andere
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morphologische Merkmale erhoben und im Detail in den Datenbldttern dokumentiert: ZellgroRen, Verzahnung
epidermaler Zellen, Behaarung, Blattdicke ebenso wie Blattform und Wuchshabitus festgehalten. Um Korrelationen
zwischen verschiedenen Parametern erkennen zu kdnnen, wurde fiir alle morphologischen und feinstrukturellen
Parameter ein Quantifizierungssystem entwickelt, das mit einer eigens fir dieses Projekt programmierten Software
treegen Uber in der molekularen Phylogenie Ubliche Cluster-Algorithmen visualisiert werden konnte. Die Erstellung
dieser Datenblatter und das Verfahren der Quantifizierung ist in Anhang 2 erlautert.

Feinstruktur und Dichte der Spalt6ffnung wurden detailliert untersucht und dokumentiert. Hierfir wurden
Flachenschnitte der unteren Blattepidermis von mehreren Bldttern lichtmikroskopisch ausgewertet und
digitaloptisch dokumentiert. Als besonders hilfreich erwies sich ein Verfahren, das sonst in der pflanzlichen
Entwicklungsbiologie eingesetzt wird. Dabei wird mit kommerziell erhaltlichem Hartkleber ein Abdruck von der
Blattunterseite hergestellt, so dass Stomatadichten und —gréRen auch an grofRen Probenzahlen schnell und sicher
bestimmt werden kénnen (Abb. 1). Dies erlaubte es, fiir die gesamte Population auch von mehreren Blattern pro
Individuum zu erheben und sogar verschiedene Kultivierungsbedingungen zu prifen.
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Abb. 1: Darstellung der Methode zur Quantifizierung der Stomatadichten aus Blattabdriicken

11.8. Methoden: Stilbenanalytik

Neben Resveratrol standen auch sein (biologisch inaktives) Glykosid Piceid und die (biologisch hochaktiven)
oxidativen Dimere, die Viniferine im Mittelpunkt des Interesses. Extraktion und Analytik war fir Zellkulturen schon
etabliert worden, musste aber hinsichtlich der Extraktionsmethode noch fiir Blattgewebe optimiert werden. Zur
Validierung wurden verschiedene Kontrollen eingesetzt, z.B. Blattscheiben von ,Miller-Thurgau’ als Positivkontrolle,
aber auch parallel mit derselben Sporensuspension inokulierte Blattscheiben, die nicht extrahiert werden, um
nachtraglich den Infektionserfolg bestimmen zu kénnen. Nachdem die Extraktion angepasst war, konnte die
Methode dann an die an der INRA Colmar etablierten Metabolomik-Plattform im Hochdurchsatz analysiert werden
(Duan et al. 2015).

11.9.  Methoden: Phenolanalytik

Die Phenolgehalte der oberen 9 Blattetagen verschiedener Genotypen analysiert, um mogliche Unterschiede
zwischen jungen und alten Blattern bzw. Blattern resistenter und anfalliger Genotypen aufzudecken und mit dem
Resistenzverhalten zu korrelieren. Mithilfe des kolorimetrischen Folin-Ciocalteu-Tests wurden die gesamten freien
sowie die gesamten gebundenen Phenole quantifiziert. Die gebundenen Phenole wurden anschlieBend mittels HPLC
naher charakterisiert, da bei dieser Methode gezielt einzelne Polyphenole detektiert und quantifiziert werden
konnen. Zur Methodenoptimierung wurden 5 Proben (jeweils Blatt vier der Genotypen M-Th, Borner, K16, K18 und
K38) mit verschiedenen Methoden aufgearbeitet. Bei der klassischen Methode (M alt) wurden 100 mg gemorsertes
Blattmaterial mit 5 ml 60% Methanol versetzt, 30 min geschittelt und anschlieBend zentrifugiert. Ein Teil des
Uberstandes wurde direkt mittels FC-Test und HPLC vermessen (M alt). Ein Aliquot des gleichen Uberstandes wurde
fir die saure Hydrolyse (M alt + sH) mit HCI (1,7 ml Probe + 0,3 ml HCI 10,5 M) und ein weiteres Aliquot fiir die
alkalische Hydrolyse (M alt + aH) mit NaOH (1,7 ml Probe + 0,3 ml NaOH 3,3 M) versetzt. Zur Umsetzung der Reaktion
wurden zundachst beide Ansatze fir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde die fliissige Phase mit Hilfe einer Speedvac
eingedampft und der Rickstand in 1,7 ml 60% Methanol aufgenommen und vermessen. Da bei der sauren Hydrolyse
signifikant hohere Gehalte der einzelnen phenolischen Substanzen gemessen wurde, wurde dann diese
Extraktionsmethode weiter eingesetzt.



11.L10. Methoden: Typisierung Kohlenstoffquelle der Schwarzfaule

Um die Kohlenstoffquelle wahrend der biotrophen Phase zu identifizieren, wurde ein Platten-Assay entwickelt, um
die Bildung extrazelluldarer Enzyme und den Abbau verschiedener moglicher Substrate nachzuweisen. Dieser Platten-
Assay basiert auf einem Minimalmedium mit verschiedenen Salzen, jedoch ohne eine Kohlenstoffquelle. Diesem
Minimalmedium wurden entweder Cellulose, Hemicellulose (Xylan) oder Pektin zugesetzt. Das pectinhaltige Medium
wurde entweder auf pH 5 oder auf pH 7 eingestellt, um verschiedene pektinabbauende Enzyme (die sich in ihrer pH-
Abhédngigkeit unterscheiden) testen zu konnen. Die Medien wurden mit Myzel-Blockchen von 3-4 Wochen alten
Kulturen verschiedener Schwarzfaule-Isolate angeimpft. Nach 15 Tagen wurde das gewachsene Myzel vermessen
und mit Hilfe von Substratfarbungen die Abbauzone bestimmt. In Ergdnzung wurde ein Bavendamm-Test auf
Ligninabbau durch Laccasen und Polyphenoloxidasen durchgefihrt.

I1.L11. Methoden: Zeitverlaufsstudien von Abwehrgenen

Die Induktion von Abwehrgene wurde im Zeitverlauf untersucht. Hierflir wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Induktion (entweder einen UV-B Puls oder Infektion mit Falschem Mehltau oder Schwarzfaule) RNS isoliert, in cDNS
umgeschrieben und mithilfe von semiquantitativer PCR mit spezifischen Oligonucleotidprimern einer PCR
unterzogen, die Amplifikate gelelektrophoretisch getrennt und dann bezlglich des konstitutiv exprimierten EFla als
internem Standard quantifiziert. Gepruft wurden die Transkriptmengen fiir Phenylammoniumlyase (Startpunkt des
Sekundarstoffwechsels),  Chalconsynthase  (Schlisselenzym  der  Flavonoidsynthese),  Stilbensynthase
(Schliisselenzyme der Stilbensynthese) und und Resveratrolsynthase (Schwesterenzym der Stilbensynthase mit
derselben chemischen Funktion). Gleichzeitig wurden noch zwei spezifische MYB-Transkriptionsfaktoren untersucht,
die als Genschalter fir Stilbensynthase fungieren. Um die in der semiquantitativen PCR beobachteten Unterschiede
quantitative abzusichern, wurden die Transkripte Uber real-time qPCR mithilfe von fluoreszent markierten
Oligonucleotidprimern quantifiziert (Duan et al. 2015).

111.12. Methoden: Histochemischer Nachweis von frithen Abwehrreaktionen

Die histologische Farbung mittels Ethacridinlactat-Acridinorange ist eine neuartige Methode zur Detektion sehr
friiher Abwehrreaktionen der Pflanze. Es wird vermutet, dass Ethacridinlactat die Alkalinisierung des Apoplasten, als
eine der ersten Reaktionen auf Pathogenbefall, sichtbar macht. Molekulare Grundlage fiir dieses Phanomen ist die
Aktivierung von Calciumkanalen als derzeit frihester bekannter Schritt der basalen Immunitat von Pflanzen. Diese
Kanale transportieren gemeinsam mit Calcium auch Protonen aus dem Apoplasten ins Zell-Innere, so dass der pH in
der Zellwand ansteigt.

Zur Auswertung der Proben, wurden die Reaktionen um die Appressorien in drei Reaktionsklassen (fehlend, schwach
und stark) unterschieden. Schwache Reaktionen zeichnen sich durch einen leichten gelben Schimmer um die
Appressorien aus wohingegen bei starken Reaktionen ganze Epidermiszellen stark griin-gelblich fluoreszieren. Je
Blattscheibe wurden 100 Appressorien ausgewertet. Pro Sorte und Zeitpunkt wurden 4 Blattscheiben des
viertjlingsten Blattes verschiedener Pflanzen untersucht. Der Versuch wurde dreimal wiederholt.

Superoxid (Singulett-Sauerstoff) gehort neben Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-Radikalen zu den sogenannten
reaktiven Sauerstoffspezies, die man bei den meisten daraufhin untersuchten Wirt-Parasit-Interaktionen nachweisen
konnte. Ihre Freisetzung ist eine schnelle Reaktion seitens der Pflanze und wird auch unter dem Begriff , oxidative
burst“ zusammengefasst. Verantwortlich fiir diesen ,oxidative burst” ist eine NADPH-abhdngige Oxidase in der
pflanzlichen Zellmembran, die als zentraler Schalter fir zahlreiche Stress-Reaktionen fungiert. Die gebildeten
Superoxid-Anionen tragen zur Zellwandverstarkung bei und greifen auch das Pathogen im Apoplasten direkt an. Vor
allem jedoch kénnen sie durch die Membran ins Zell-Innere gelangen und dort als wichtiges Signal Abwehrreaktionen
aktivieren. Beispielsweise sind sie fiir die Aktivierung von Stilbensynthase-Genen zentral (siehe 4.3) oder wirken bei
der Steuerung des hypersensitiven Zelltodes mit. Mit Hilfe des Farbstoffes Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) kann
im Blattgewebe die Bildung von Superoxidanionen nachgewiesen werden. Dafiir wurden inokulierte Blattscheiben
der verschiedenen Genotypen nach unterschiedlichen Zeitintervallen (24, 48, 72 und 96 h) mit einer 0,05% NBT-
Lésung vakuuminfiltriert und fir eine weitere Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Blattscheiben in einem
Etahnol-Aceton-Gemisch (4:1) entfarbt. Bei der lichtmikroskopischen Auswertung wurden Starke und Haufigkeit der
Blaufarbung und damit die Auspragung der Superoxidanionenbildung in 5 Kategorien von ’0’ bis ‘4’ eingestuft.
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111.13. Methoden: Quantifizierung von Promotoraktivitat

Hierfur wurde ein Duplex-Promotor-Reporter-Testsystem genutzt. Dabei wird der Promotor von Interesse so in einen
Vektor einkloniert, dass er eine griin leuchtende Luciferase als Reporter antreibt. Man bringt dieses Konstrukt tiber
biolistische Transformation in Pflanzenzellen (Zellkulturen von verschiedenen Rebengenotypen) ein und misst dann
die Lumineszenz als MaR fiir die Promotoraktivitdt. Um Unterschiede in der Transformations-Effizienz zu kalibrieren,
wird gleichzeitig eine rot leuchtende Luciferase aus Renilla unter einem konstitutiven Promotor eingebracht, so dass
man dann griine versus rote Lumineszenz ins Verhaltnis setzen kann.

11.14. Methoden: Genetische Grobkartierung

Die Kreuzungspopulationen aus Kulturreben und Wildreben (Augster Weiss x H629 und WeiRRburgunder x K83)
wurden mit mindestens fiinf informativen Markern kartiert. Die Zahl der Marker pro Chromosom schwankte
zwischen fiinf und elf. Von den insgesamt 254 getesteten SSR-Markern konnten in beiden Populationen etwas mehr
als die Halfte (54%) fir die Erstellung einer genetischen Karte genutzt werden. Fir die Erstellung einer groben
genetischen Karte ist zwar die erreichte Markerdichte von etwa 140 informativen SSR-Markern fir jede
Kreuzungspopulation ausreichend, jedoch war der Populationsumfang (N= 60 fiir Augster Weiss x H629, N=74 flr
Augster Weiss x K83) flir eine sinnvolle Verrechnung zu gering.

Daher wurde dann in der Verlangerungsphase ein alternativer Ansatz gewahlt: mit Hilfe der ,bulked segregant
analysis” (BSA) sollten merkmals-bzw. resistenzkorrelierte QTLs in der Wildrebenpopulation identifiziert werden.
Dazu wurde die gesamte am KIT Karlsruhe vorhandene V. sylvestris-Population mit molekularen Markern
genotypisiert. Danach wurden die vorhandenen Evaluierungsdaten zu Resistenzmerkmalen bzw. Merkmalen, die die
Resistenzauspragung beeinflussen kdnnen (z.B. Stomatadichte, Stilbeninduktion, Stilbenprofile), entsprechend ihrer
Auspragung gruppiert und auf unterschiedliche Allelfrequenzen zwischen den Gruppen (bulks) getestet. Die
Anwesenheit eines bestimmten Allels z.B. nur in der Gruppe der resistenten Individuen ldsst darauf schliefen, dass
dieses Allel mit der Resistenz korreliert ist.

V. Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

IV.1. Ausfiihrliche Kartierung der sylvestris Sammlung

Im Laufe des Projekts wurde die sylvestris Sammlung ausfiihrlich kartiert. Dabei entstanden detaillierte, quantitative
Datensdtze zu verschiedenen Parametern, wodurch die Sammlung auch fir kiinftige Fragestellungen sehr gut
erschlossen werden konnte:

e Blattanatomie und Morphologie

e Stomatadichte

e Infektionserfolg fir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger des Falschen Mehltau
e Infektionserfolg fir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger des Echten Mehltau
e Infektionserfolg fiir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger der Schwarzfaule

e  Muster und Pegel verschiedener Stilbene fiir Aktivierung durch einen UV-Puls

e  Genetische Kartierung mithilfe hochauflésender Mikrosatelliten

Die hierbei entstandenen Datensitze werden im Folgenden im Uberblick dargestellt. Die sehr umfangreichen
Einzeldatensatze sind dem Bericht in elektronischer Form (USB-Stick) beigelegt.

IV.1.1. Kartierung blattanatomischer und morphologischer Parameter

Die morphologischen und feinstrukturellen Merkmale der Blatter wurden beschrieben, photographisch
dokumentiert und mithilfe von histochemisch angefarbten Mikrotomschnitten detailliert analysiert. Diese Daten
wurden fiir die Genotypen jeweils in einem Datenblatt zusammengetragen (Abb. 1). Diese Datenblatter sind in dem
Ordner ,,01_Morphologie” in elektronischer Form dem Bericht beigelegt. Die Quantifizierung bericksichtigte jeweils
63 Einzelparameter von zelluldrer Ebene (etwa Zahl Epidermiszellen bis zum nachsten Stoma) bis zur Blattebene
(etwa Haarigkeit). Dieser sehr umfangreiche Datensatz ist in der Excel-Tabelle ,,02_Morphologie_Quantifizierung”
aufgefihrt.



Vitis vinifera sylvestris idwidenkennung: K95

Blattform: Rundlich bis dreieckig, teilweise leicht dreilappig,

deutlich und breit gesagt (K95-A und K95-B)

Blatt leicht wellig (K95-F, K95-G)
Blattfarbe: Mittelgrin bis dunkegrin (oder rotbraun), matt,

Oberseite etwas dunkler als Unterseite (K95-F, K95-G)
Blattstrukturen: Blattunterseite ohne Fasem (K95-C)

aber mit kirzeren Borsten auf den Blattadern

Blattrand mit deutlichen kirzeren und langeren Borsten (K95-D)

Flachenschnitte:

obere Epidermis: Leicht bist mittel verzahnte Zellen mit unregelmagigen
Cuticulastreifen, (K95-H, K95-1 und K95-J)

untere Epidermis: Mittel bis meist sehr deutlich verzahnte Zellen,
ungleichmaBige Stomataverteilung, Stomata ca. 24 pm lang (17 - 33 pm)
bei einer Stomatadichte von ca. 43 Stmatairer” (K95-K, K95-L und K95-M),
sichibare meist kurze Cuticulastreifen um einige wenige groRere Stomata.

Blattquerschnitte: 3um Dicke

Stomata: Meist erhoben prasentierende Lage (K95-N, K95-0, K95-P)
deutliche und dicke duere Cuticulahdrnchen (K95-N bis K95-T)
wenn vorhanden nur sehr kleine innere Cuticulahérnchen
(K95-0, K95-P und K95-S)

Sikesly VSN Kesiy
com i

Abb. 1: Beispieldatenblatt mit feinstrukturellen und morphologischen Daten fiir den Wildrebengenotyp K95.

Fir diese morphologischen und feinstrukturellen
Parameter fanden sich in der sylvestris Population
ausgepragte Variationsbreiten, die sich in
aufeinanderfolgenden Vegetationsperioden
bestatigen lieBen, also vermutlich genetisch
bedingt sind. Beispielsweise fanden sich
Genotypen, bei denen die Blattunterseiten fast
vollig nackt waren, andere, bei denen in den
Verzweigungen der Blattadern deutliche
Behaarung vorkam und dann wieder Genotypen,
die flaichendeckend wollig behaart waren (Abb. 2).

Abb. 2: Spektrum von Behaarungsmustern bei
verschiedenen Genotypen der sylvestris Kollektion.
Zusammenstellung aus Binokular-Photos und
lichtmikroskopischen ~ Aufnahmen. Dargestellt sind
verschiedene exemplarische Auspragungsvarianten der
Behaarung der Wildrebe. B-1, B-2, B-3 zeigen
Binokularaufnahmen von Borsten, wie sie an verschieden
Stellen wie dem Blattrand ausgebildet sein konnten. F-1,
F-2, F-3 sind Binokularaufnahmen von wolligen Fasern
auf der Blattunterseite. Die restlichen Photos zeigen
Fasern und Borsten im Detail auf den Blattadern unter
dem Lichtmikroskop. E1 zeigt kiirzere Borsten und E2
langer Haare als Ubergangsstadium zu den langen
gewundenen Fasern in E3.
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Um zu klaren, inwieweit diese Parameter genetisch bestimmt waren, wurden Blatter verschiedener
Entwicklungsphasen oder unter verschiedenen Lichtbedingungen (Pflanzen im Schatten versus Pflanzen in der Sonne)
systematisch verglichen (Abb. 3). Dabei zeigte sich, dass Stomatadichte und Feinstruktur der Stomata von den
Umweltbedingungen unabhdngig waren. Hingegen zeigte die Ausprdagung der Oberflachenwachse zwar ebenfalls
groRe genotypische Unterschiede, war aber deutlich stirker durch die Lichtbedingungen und das Blattalter
beeinflusst.

Schatten Alt

Abb. 3: Exemplarisch flir Wachstum unter unterschiedlichen Bedingungen sind hier die Aufnahmen von 4 V. sylvestris-Genotypen
(H13, K20, K103 und K15), der Kulturrebensorte ,Miller-Thurgau” (Mth) und der amerikanischen Wildrebe V. riparia (Vrip) gezeigt.
Fur jede Bedingung oder Altersstufe der Blatter wurden je 4 exemplarische Aufnahmen in einer Spalte zusammengefasst. In der
ersten Spalte sind 4 Aufnahmen von Praparate, die auf junges Blattmaterial zuriickgehen (Kasten: Jung). In der zweiten Spalte sind
die Kontrollaufnahmen von Blattern in mittlerem Alter und Entwicklungsgrad von Pflanzen im AufRenbeet. In der dritten Spalte
sind Aufnahmen von Schattenblattern (Schatten) und in der letzten Spalte je 4 Aufnahmen von altem Blattmaterial (Alt).



Von besonderem Interesse war die Dichte der Spalt6ffnungen, weil diese sowohl fiir das Infektionsgeschehen des
Falschen Mehltau (der Keimschlauch dringt (iber die Spaltoffnung ein) als auch der Schwarzfiule (das
Hyphenwachstum erfolgt entlang der periklinen Wander der Epidermiszellen, die nicht Teil des
Spaltéffnungsapparats sind) von Bedeutung sind. Beim Vergleich von verschiedenen Vegetationsperioden und Licht-
und Schattenblattern zeigte sich hierbei, dass die Dichte als Zahl von Spaltéffnungen pro Flacheneinheit abhangig
von der unterschiedlichen Expansion der Blatter schwankte. Wenn man jedoch quantifiziert, welcher Anteil von
Epidermiszellen zu Spaltéffnungen differenziert, zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den Genotypen, die
von Vegetationsperiode und Lichtbedingungen weitgehend unabhangig sind. Die statistisch ausgewerteten Daten
sind in der Tabelle 03_Stomata_Pathogene_Stilbene_Quantifizierung dem Bericht in elektronischer Form beigefiigt.

0,18

0,16 h

T o B e By "y
i

o0s | LA ;[ M,IA‘? L, . ARRRAT
DZ%MQ” 14 1?‘%*'.T ﬁ?ﬁdﬂwﬁ aH‘ﬁﬂ-T J

T ¥ ] p Ly
0,04 =gl mmin amedmn wmax 1g3 [
0,02
L Lt o e e e e et e e B e B B B e e
OO T LD - 00 T O T T T DO 0 = O L0 000 Cd gt P D O 00 000 P P 00— 0 o o L A 0T o w000 Y S O o L 0 O 0 D0 00 00 T o L 00 O e woH o
AT AT A O A SN NN DN S S NG e EEEea A nn R o000 0 S Ao A+ 0dd 28 L S
e " T b S v 2 RO Ey¥ A A A =OO£EU.'=:
e 2 S N N A T ¥ og@
S
E
T
=

Abb. 4: Statistische Analyse der zellularen Spalt6ffnungsdichte in den verschiedenen Wildrebengenotypen. Die Werte auf der
Ordinate geben die relative Haufigkeit an, dass eine epidermale Zelle als Spaltéffnung ausgebildet ist. Die Daten reprasentieren
eine Stichprobe von jeweils 200-600 Stomata aus zwei aufeinanderfolgenden Vegetationsperioden mit jeweils vier biologischen
Replika.

Die Charakterisierung der Population hinsichtlich 63 morphologisch-anatomischen Einzelparametern fihrt zu einem
vieldimensionalen Datenraum, der in seiner Komplexitdt nicht mehr ohne weitere Prozessierung zu bewaltigen ist.
Um mogliche Muster erkennen zu kénnen, wurden daher die verschiedenen Genotypen mithilfe von aus der
molekularen Phylogenie abgewandelten Clustermethoden und einem eigens entwickelten Computerprogramm
prozessiert. Daraus erhdlt man eine farbkodierte Distanzmatrix, wobei der Farbcode, gemittelt (iber die 63
erhobenen Parameter angibt, welche Genotypen hinsichtlich ihrer morphologischen und anatomischen Parameter
ahnlich sind (Abb. 5).

Abb.5:  Visualisierung  der  morphologisch-
anatomische Ahnlichkeit, ermittelt aus 63
erhobenen Einzelparametern fiir die sylvestris
Population. Jeder Einzelpunkt steht fir den
Vergleich der beiden Genotypen fir die
Koordinaten dieses Datenpunkts. Je blauer, umso
unterschiedlicher sind die beiden Genotypen, je
gelber , umso dhnlicher sind sie. Die Matrix wurde
mithilfe des eigens entwickelten Programms
treegen erzeugt.

Im nachsten Schritt kann nun auf der Basis
dieser Distanzmatrix mithilfe des
sogenannten neighbor-joining Algorithmus
ein Stammbaum berechnet werden, der die
(morphologische) Ahnlichkeit zwischen den
einzelnen Genotypen darstellt (Abb. 6). Je
naher die Aste, umso dhnlicher sind die
jeweiligen Genotypen. Daraus werden nun
Gruppen von Wildreben mit &hnlichen
Blattparametern sichtbar.
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Abb. 6: Vergleichende Darstellung der genetischen
(links) und morphologischen (rechts) Baume, die
mithilfe von treegen als Distanzmatrizen berechnet
und dann Uber neighbor joining in einen Stammbaum
Ubersetzt wurden. Genetisch definierte Sippen sind
farblich herausgehoben, um die Auflosung in
Untergruppen im morphologischen Baum deutlich zu
machen. Pfeile zeigen auf Beispiele von genetisch
dhnlichen Genotypen, die auch morphologisch
ahnlich sind, also vermutlich morphologisch dhnlich
wirkende Allele aufweisen.

Diese Ahnlichkeitsbdume lassen sich nun mit Baumen fiir die
genetische Verwandtschaft vergleichen, die aus der Analyse
von hochauflésenden Mikrosatellitenmarkern gewonnen
wurden. Hierbei kann man erkennen, dass die genetischen
Cluster (Abb. 6, links) hinsichtlich ihrer morphologischen
Ahnlichkeit in verschiedene Untergruppen zerfallen (Abb. 6,
rechts). Wenn man die Ubereinstimmung zwischen
genetischer Verwandtschaft und morphologischer Ahnlichkeit
global betrachtet, erhalt man daher einen
Korrelationskoeffizienten von 10.5%, was letztlich nichts
anderes bedeutet, als dass etwa 90% morphologischer
Ahnlichkeit nicht auf genetischer Verwandtschaft, sondern
auf Konvergenz beruhen, also auf Selektion durch dhnliche
Umweltbedingungen (was letztlich auch nicht weiter
tiberrascht, da fast alle Wildreben aus demselben Okosystem,
dem Auwald der Halbinsel Ketsch, herstammen). Beim
zweiten Blick erkennt man jedoch, dass es innerhalb der
genetischen Gruppen Untercluster gibt, die in beiden Baumen
gemeinsam auftreten (Abb. 6, rechts, Pfeile). Hier gibt es also
auch Ahnlichkeit, die genetisch bedingt ist. Freilich ist die nicht
monogen, sondern hdngt von mehreren entkoppelten
genetischen Loci ab (auch dieser Schluss ist nicht
Uberraschend, bedeutet aber letztlich, dass man in einer
Kreuzungsanalyse sehr groRe PopulationsgroRen bendétigt,
um hier statistisch signifikante Korrelationen aufdecken zu
kénnen).

IV.1.2. Kartierung Anfalligkeit gegeniiber Falschem Mehltau, Echtem Mehltau und Schwarzfaule

Es wurden flr alle drei Pathogene detaillierte Untersuchungen zum Infektionsverlauf nach kontrollierter Inokulation
Uber die sylvestris Population erhoben, die (iber mehrere Vegetationsperioden validiert wurde.

Fir Plasmopara viticola, den Erreger des Falschen Mehltau, wurden diese Untersuchungen sogar mit vier
unterschiedlichen Isolaten durchgefiihrt (Abb. 7). Der Erfolg der Infektion wurde Gber zwei verschiedene Systeme
(eine Bonitierung und eine Auszdhlung der Sporangiendichte als direktes MaR fiir die Pathogen-Fitness) bestimmt,
mit in der Summe ahnlichen Resultaten, wobei die Sporangienzdhlung eine genauere Differenzierung zuliel.

Wahrend die Infektion bei der Kultursorte Miiller-Thurgau sehr hoch war, war er bei vielen der sylvestris Akzessionen
deutlich niedriger, wobei das bei den PiWi-Sorten Regent und Solaris beobachtete fast vollige Ausbleiben der
Sporulation von keiner der Wildreben erreicht wurde. Dennoch war die Infektion bei mehr als der Halfte der
Wildrebenpopulation im Vergleich mit Miller-Thurgau um mehr als 50% unterdriickt. Es liegt hier also eine
signifikante Teilresistenz vor. Bei 15 der sylvestris Genotypen war die Infektion sogar zu mehr als % unterdrickt.

Die statistisch ausgewerteten Daten sind in der Tabelle 03_Stomata_Pathogene_Stilbene_Quantifizierung dem

Bericht in elektronischer Form beigefiigt.
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Abb. 7: Vergleich der Infektionsstarke nach kontrollierter Inokulation mit dem Erreger des Falschen Mehltau, einmal angegeben
als Bonitierung der Sporulationsflecken in einem Klassifikationssystem (oben) und als Sporulationsintensitdt anhand neu
gebildeter Sporangien pro ml und Blattscheibe (unten) bei Europdischen Wildrebenakzessionen und den Vergleichssorten ‘M-Th’
(anfallig), den PiWi-Sorten ‘Regent’ und ‘Solaris’ (resistent) und der Unterlagssorte ‘Borner’ (resistent). Versuche wurden anhand
vier verschiedener Isolate des Falschen Mehltaus (“Zucht”, GWH, 8836 und 8837) durchgefiihrt, deren Ergebnisse als Summe
dargestellt sind, die Evaluierung erfolgte 7 Tage nach Infektion.

Auch nach Infektion mit dem Erreger des Echten Mehltau wurde in zahlreichen sylvestris-Akzessionen eine partielle
Resistenz beobachtet. Auch hier wurden wieder zwei Methoden zur Quantifizierung eingesetzt — zum einen wurde
die Befallshaufigkeit erhoben, zum anderen die Befallsstarke (Abb. 8).

Die Auswertung nach Befallsstarke erlaubte eine bessere Auflésung, das Gesamtbild war jedoch fiir beide Methoden
vergleichbar. Auch fiir den Echten Mehltau war der Befall bei der anfélligen Kultursorte Mller-Thurgau sehr stark,
bei den PiWi-Sorten Regent und Solaris deutlich geringer. Im Gegensatz zum Falschen Mehltau gab es hier aber eine
Gruppe von etwa 10 sylvestris Genotypen, die hinsichtlich Resistenz den beiden PiWi-Sorten gleichkamen.

Anzumerken wdare noch, dass Resistenz gegeniiber Falschem Mehltau nicht mit einer Resistenz gegeniiber dem

Echten Mehltau korreliert war und umgekehrt. Die sylvestris Akzessionen befanden sich oft an vollig
unterschiedlichen Positionen im Befallsspektrum.
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Abb. 8: Vergleich der Infektionsstarke nach kontrollierter Inokulation mit dem Erreger des Echten Mehltau, einmal angegeben
Befallshaufigkeit (oben) oder als Befallsstarke (unten) bei Europdischen Wildrebenakzessionen und den Vergleichssorten ‘M-Th’
(anfallig), den PiWi-Sorten ‘Regent’ und ‘Solaris’ (resistent) und der Unterlagssorte ‘Borner’ (resistent). Die Auswertung erfolgte
21 Tage nach Infektion.

Als drittes Pathogen wurde schlieRlich noch die Schwarzfaule untersucht (Abb. 9):
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Abb. 9: Vergleich der Infektionsstarke nach kontrollierter Inokulation mit dem Erreger der Schwarzfaule, einmal angegeben als
Befallsstarke (oben) oder Befallshaufigkeit (unten). bei Europdischen Wildrebenakzessionen und den Vergleichssorten ‘M-Th’
(anfallig), den PiWi-Sorten ‘Regent’ und ‘Solaris’ (resistent) und der Unterlagssorte ‘Bérner’ (resistent). Die Auswertung erfolgte
21 Tage nach Infektion. A, AB, B - Signifikanzgruppen nach Kruskal-Wallis (Steel-Dwass-Critchlow-Fligner Prozedur): a = 0,05.



Ahnlich wie beim Echten Mehltau wurden Befallsstirke und Befallshdufigkeit quantifiziert, mit insgesamt dhnlichen
Ergebnissen. Da hier die PiWi-Rebe Regent ebenfalls anfallig war, schnitt ein groBer Teil der sylvestris Akzessionen
besser ab. Freilich waren nur eine kleine Gruppe von etwa 5 Genotypen so resistent wie die PiWi-Rebe Solaris.
Weiterhin war bemerkenswert, dass der hinsichtlich der Schwarzfaule stark resistente sylvestris Genotyp K16
hinsichtlich Resistenz gegen Falschen und Echten Mehltau eher im unteren Mittelfeld angesiedelt war, also nur maRig
resistent war.

IV.1.3. Kartierung Stilbenakkumulation und —profil

Die Wildreben-Genotypen wurden mittels HPLC die Induktion der antimikrobiellen Stilbene nach Infektion genauer
untersucht. Neben dem zentralen Stilben trans-Resveratrol, wurden auch die biologisch inaktive Speicherform trans-
Piceid (ein Resveratrol-Glycosid) und das biologisch hochaktive oxidative Dimer eg-Viniferin untersucht. Durch
methodische Fortschritte der Analyse konnten auch das ebenfalls hochaktive Pterostilben und die (biologisch
inaktiven) cis-Formen von Resveratrol und Piceid untersucht werden. Bei einigen Genotypen von V. sylvestris lasst
sich schon nach 6 Stunden ein deutlich erhéhter Pegel an Stilbenen beobachten, der nach 24 Stunden ein Niveau
erreichte, das oft ein Vielfaches des Niveaus in Kultursorten beobachteten Niveaus erreichen konnten. Besonders die
Kreuzungseltern H629, K53 und K83 wiesen unter den Wildrebenkadidaten die hochsten Stilbenpegel (Abb. 10). Ein
Vergleich der induzierten Stilbenformen zeigte eine Dominanz der antimikrobiell aktiven Formen trans-Resveratrol
und ¢-Viniferin. Die Ruhepegel an Stilbenen sind demgegeniiber vergleichbar. Die Wildreben sind also nicht
konstitutiv ,im Alarmzustand”, sondern schalten einfach schneller und kraftiger ihren Sekundarmetabolismus an.
Dies deutet auf genetisch bedingte Unterschiede in der friihen Verarbeitung von Abwehrsignalen hin.
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Abb. 10: Induktion von Stilbenen bei den Kreuzungseltern Augster Weiss, H629, K53 und K83 gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle (C ) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer induktiven Behandlung mit 10 min UV-B (0 = unmittelbar nach dem
Lichtpuls, 6 = 6 h nach dem Lichtpuls, 24 = 24 h nach dem Lichtpuls) oder Induktion mit 1 % AICl3 (A) oder mit 100 uM MelA (M).
Daten zeigen Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchsreihen.

Um die gesamte Population im Hochdurchsatz kartieren zu kénnen, wurden fir alle Wildreben-Genotypen
systematisch zu definierten Zeitpunkten Extrakte gewonnen in Zusammenarbeit mit der Metabolomik-Plattform am
INRA Colmar auch nach Unterschiede im Profil der gebildeten Stilbene gesucht und statistisch aufgearbeitet (Duan
et al., 2015).

Dabei fanden sich ganz klar genetisch bedingte Unterschiede in der friithen Verarbeitung von Abwehrsignalen. In der
Principle Component Analysis traten zwei Gruppen von Wildreben zutage — die eine Gruppe reagierte bevorzugt mit
der Bildung des biologisch inaktiven Piceid (und dies in geringen Pegeln), wihrend die andere Gruppe, darunter auch
die Kreuzungseltern H629 und Ke83 mit der Bildung der biologisch hochpotenten Stilbenformen (Resveratrol,
Viniferine und Pterostilbene) reagierten und dies in hohen Pegeln (Abb. 11). Damit lieRen sich (ahnlich wie schon fiir
die morphologischen Marker), hinsichtlich ihrer Stilbenprofile unterschiedene Gruppen abgrenzen. Wenn man diese
in den Uber Mikrosatelliten generierten Baum der genetischen Verwandtschaft projizierte, zeigte sich, dass es hier
verschiedene Gruppen gab, die in verschiedenen Asten des Baums angesiedelt waren (Abb. 11). Es gibt also
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genetische Faktoren, die in der sylvestris Population zu einer verstarkten Stilbenbildung fiihren, es gibt aber mehrere
davon.

ACP all data,

=
il
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)
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Abb. 11: Ergebnisse der Hochdurchsatz-Analyse der Stilbenakkumulation in der sylvestris Population. Links: Principal Component
Analyse der durch einen 10-minitigen UV-C Puls ausgel6sten Stilbenbildung in der Wildrebenpopulation. Jeder Punkt entspricht
einem Genotyp. Beispielhaft ist die Situation zum Zeitpunkt t=24 h dargestellt. Der griine Kreis umschlieRt Genotypen, die mit der
Bildung des biologisch inaktiven Glykosids Piceid reagieren, der blaue Kreis umschlieft Genotypen, die mit der Bildung biologisch
aktiver Stilbenformen reagieren. Die beiden Komponenten erkldren 87.5% der beobachteten Variabilitdt. Mitte: Darstellung der
Stilbenprofile Gber eine heat map. Jede vertikale Linie steht flr einen sylvestris Genotyp. Blau bedeutet erhohte Pegel. Das
Dendrogramm zeigt Cluster von hinsichtlich ihrer Stilbenprofilierung dhnlichen Genotypen. Rechts: Projektion der Stilbenprofile
auf einen Gber Mikrosatelliten erzeugten genetischen Baum von lber 300 europaischen sylvestris Akzessionen. Die Gruppe der
blauen Genotypen (erhdhte Stilbenakkumulation und Akkumulation in Form von Aglykonen) ist herausgehoben, um zu zeigen,
dass es hier mehrere Sippen gibt, in denen dieser Chemotyp vorkommt (aus Duan et al., 2015).

Die statistisch ausgewerteten Daten sind in der Tabelle 03_Stomata_Pathogene_Stilbene_Quantifizierung dem
Bericht in elektronischer Form beigefiigt.

Ebenso wurden, zunachst fiir die Kreuzungen zwischen zwei ausgewdhlten sylvestris Genotypen mit zwei vinifera
Kultivaren, Gber 250 Mikrosatellitenmarker getestet, woraus dann ein Satz von 140 informativen Markern
hervorging, der Uber das ganze Genom verteilt war, so dass jedes Chromosom mit 5-10 informativen Markern kartiert
werden konnte. Leider dauerte es aufgrund schwieriger Umstédnde (siehe Punkt 3) bis 2015, bis eine
Kreuzungspopulation ausreichender GroRRe etabliert war. Eine Phdnotypisierung dieser Population hinsichtlich einer
Schwarzfaule-Resistenz wird daher erst in einigen Jahren maéglich sein. Der Umfang der in den Vorjahren aufgebauten
Kreuzungspopulation ist nicht ausreichend, um eine Korrelation zwischen genetischen und phanotypischen Daten
aufzubauen. Dennoch bieten die in diesen Untersuchungen erarbeiteten Markerinformationen eine gute Basis fir
weiterfiihrende Untersuchungen sowohl fiir die Identifizierung von moglichen Resistenzgenorten im Genpool von
Vitis sylvestris als auch fur weitere weinbaulich wichtige Merkmale, wie z. B. Ertrags- und Qualitdtsparameter oder
phanologische Kenndaten (etwa Lockerbeerigkeit) darstellen.

Nachdem sich in der zweiten Hélfte der Projektlaufzeit abzeichnete, dass die Erstellung ausreichend groRer
Kreuzungspopulationen einschlieBlich der nachfolgenden Evaluierung dieses Materials in der Projektphase nicht
mehr erreicht werden konnte, wurde als Alternativansatz die Bulk Segregant Analyse (BSA) gewahlt. Hierzu wurde
die beim Projektpartner KIT vorhandene Wildrebenpopulation (N=110) mit SSR-Markern genotypisiert. Analog zu den
Kreuzungspopulationen wurde auch hier eine Markerdichte von ca. 5-10 SSR-Marker pro Chromosom erzielt. Die
gewonnenen genetischen Daten wurden gemeinsam mit den von den Projektpartnern erarbeiteten
Phanotypisierungsdaten (u.a. verschiedene Merkmale als Resistenzindikatoren flr Echten und Falschen Mehltau,
Schwarzfiaule, Stomatadichte, Stilbenbildung) analysiert. Eine Zuordnung bestimmter Genomabschnitte (einzelne
Chromosomen oder Chromosomenbereiche) zu den analysierten Merkmalen war allerdings nicht moglich (Abb. 12).
Dies kann verschiedene Griinde haben - zum einen sind diese Merkmale vermutlich polygen (siehe Stilbenprofile,
Abb. 11), so dass man groRes Gliick haben muss, um mit der im begrenzten Rahmen eines solchen Projekts
Gberprifbaren Zahl von etwa 5-10 Markern die relevanten Genorte zu treffen, zum anderen sind einige dieser
Merkmale in einem hohen MaRe umweltabhangig, so dass man grolRe PopulationsgrofRen bendtigt, um eine
Beobachtung statistisch absichern zu kénnen. Genau dies ist bei den gerade noch vor der Ausléschung geretteten
Wildreben natiirlich nicht moglich gewesen.

Die Mikrosatellitendaten und die Korrelationsanalysen mit den verschiedenen phanotypischen Merkmalen sind in
der Tabelle 04_Mikrosatellitendaten_Korrelationen dem Bericht in elektronischer Form beigefiigt.
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Fazit: Das Ziel einer detaillierten Phanotypisierung und Genotypisierung der sylvestris Population wurde erreicht und
dies mit groBer Qualitdt und Detailscharfe, das Ziel, Korrelationen zwischen Phanotyp und Genotyp dingfest zu
machen, konnte aufgrund der kleinen PopulationsgroRen nicht verwirklicht werden.

IV.2. Zelluldre Analyse der Infektion mit dem Erreger der Schwarzfiule

Hier konnten viele, vorher unbekannte Details zur Lebensweise des Pathogens und auch zu seiner Infektionsstrategie
auf zelluldrer Ebene aufgeklart werden. Dies gelang nicht nur auf qualitativer Ebene, mithilfe von hochwertigen
mikroskopischen Analysen, sondern auch auf quantitativer Ebene, wobei sich fir unterschiedliche Genotypen zeigen
lieR, dass die Resistenz an unterschiedlichen Stadien des Infektionsgeschehens zum Tragen kommt. Nach einer sehr
langen biotrophen Phase, wobei die Hyphen zweidimensional unterhalb der Kutikula oberhalb der antiklinen
Zellwanden wachsen, werden in einem dreidimensionalen Wachstumsprozess Pyknidien gebildet, wahrend der Pilz
gleichzeitig zu Nekrotrophie Gbergeht. Wahrend der biotrophen Phase lassen sich weder Haustorien beobachten,
noch dringt der Pilz in die Wirtszellen ein. Im Folgenden werden einzelne Aspekte dieses Phdanomens detailliert
geschildert.

IV.2.1. Zelluldre Analyse der biotrophen Phase von Guignardia bidwelli

Es wurden verschiedene Ansdtze zur Etablierung einer minimal invasiven Bestimmung der Schwarzfduleresistenz
beziiglich einer zu bonitierenden Symptomauspragung verfolgt. Hierbei konnten viele neue Einblicke in die Details
des Infektionsgeschehens gewonnen werden.

Aufgrund der langen Inkubationszeit, die mindestens 14 bis 21 Tage betragt, sind Tests an abgetrennten Blattern
oder Blattscheiben auRerst schwierig, da selbst nach Oberflachensterilisation h&ufig ubiquitdre Pathogene wie
Botrytis cinerea das Gewebe befallen und falsch positive Befallsfunde verursachen kénnen. Daher war es auch
schwierig schwarzfauletypischen Symptome an abgetrennten Blattern oder Blattscheiben bzw. —stlicken beobachtet
werden. Eine symptombezogene Testmethode an einzelnen Pflanzenteilen ist daher derzeit nicht durchfiihrbar.

Alternativ zu den symptombezogenen Tests wurden mittels Fluoreszenzmikroskop die friihen Entwicklungsstadien
des Erregers untersucht, um Ansatzpunkte flr einen quantitativen Test zu gewinnen, der nach wenigen Tagen
auswertbar ist und an Blattscheiben durchgefiihrt werden kann. Aufbauend auf den Ergebnissen der Resistenztests
wurden drei Wildrebenakzessionen ausgewahlt, die sehr geringe Befallsstarken aufwiesen. Zusatzlich wurden die
schwarzfauleresistenten Sorten Borner und Solaris und die anfillige Rebsorte Miiller-Thurgau als Vergleich
herangezogen. Im Rahmen der mikroskopischen Untersuchungen wurde die Anheftungsrate der Sporen an die
Blattoberflaiche analysiert, ebenso wie die Fahigkeit der Sporen ein Appressorium auszubilden, welches eine
Grundvoraussetzung zur Penetration der Pflanze ist. Erst dadurch besitzen die Sporen die Fahigkeit, Hyphen zu bilden,
um sich im Gewebe auszubreiten. Zusatzlich wurde die Lange der Hyphen und ihr Verzweigungsgrad erfasst (Abb.
13).

Die Sporenanheftung und Appressorienbildung (Abb. 13a-c) war auf den getesteten Wildreben und den resistenten
Sorten weniger stark ausgepragt als auf der Sorte Miiller-Thurgau. Jedoch waren die Unterschiede nicht grof3, sodass
sie fiir die Resistenz wahrscheinlich nicht ausschlaggebend sind. Wesentlich groRere Unterschiede wurden bei der
Hyphenbildung (Abb. 13d, e) beobachtet. Auf den getesteten Wildreben und den resistenten Sorten waren
wesentlich weniger Sporen in der Lage Hyphen auszubilden (Abb. 14, links), vor allem waren die Hyphen kiirzer und
weniger stark verzweigt, als jene in Blattern der Sorte Miller-Thurgau (Abb. 14, rechts). Diese Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass die Anzahl und Ausprdagung der Hyphen den Resistenzgrad der Pflanze wiederspiegelt. Diese
Parameter sind jedoch stark abhadngig vom Blattalter und somit vom physiologischen Zustand der Blatter, die
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relativen Unterschiede zwischen anfélligen und resistenten Genotypen sind bei dlteren Blattern starker ausgepragt
als bei jungen Blattern (Abb. 14).

Keimung (2 hpi) Appressorienbildung (6 hpi) | Hyphenbildung (48 hpi und 4

Abb. 13: Stadien des Infektionsprozesses fir die Schwarzfdule. a Pyknospore (P) mit Keimschlauch (KS), b Bildung eines
Appressoriums (A), ¢ erste Hyphen nach 48 hpi, d Hyphenwachstum Gber den antiklinalen Zellwdnden der Epidermis, e Bildung
von Hyphennetzen und f Ausbildung von “Hyphenfingern” (Pfeil).
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Abb. 14: Hyphenbildung (links) und Hyphenverzweigung (rechts) auf verschiedenen Wirts-Genotypen. M.Th. Muller-
Thurgau (anfallig), Borner (Unterlagsrebe, gilt als resistent), Solaris (Hybridsorte, gilt als resistent), K16, K18, K38 drei
V. sylvestris Genotypen von der Wildpopulation aus Ketsch.

IV.2.2. Zelluldre Analyse von spater Infektionsphase und Symptomauspragung

Die frihen Stadien des Infektionsprozesses von Phyllosticta ampelicida (P. ampelicida), der asexuellen Form des
Pilzes, auf Blattern der anfélligen Rebsorte Muller-Thurgau (M-Th) wurden in der vorangegangenen Berichtsperiode
untersucht (siehe Zwischenbericht 2014). Mit Hilfe von Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie konnten nun
auch spatere Stadien bis hin zur Symptomauspragung beobachtet und charakterisiert werden. Dabei konnten
wichtige Erkenntnisse zur Biologie des Erregers erarbeitet und Wissensliicken geschlossen werden.

Fir die Untersuchung des Infektionsprozesses wurden ganze getopfte Pflanzen der Rebsorte M-Th mit Hilfe eines
Feinzerstaubers inokuliert, flir 24 h in einer feuchten Kammer inkubiert und danach im Gewdachshaus weiter
kultiviert. Vor Beginn der Inokulation wurde das viertjlingste Blatt markiert, welches dann 10 Tage spéater abgetrennt
und fir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in 90%igem Ethanol entfarbt und konserviert wurde. Anschliefend
wurden die Blattscheiben in 1 M KOH berfihrt und fir mindestens 4 h bei 80°C erhitzt. Die so transparent
gemachten Blattscheiben wurden dann mit Anilinblau (0,05% in TRIS HCl pH10) gefdrbt und mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axiovision 4, Zeiss) und dem Filterset 05 (BP 395-440, FT 460, LP 470) ausgewertet. Fir
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme wurden frische Blattstiickchen durch eine Cryo-Pradparation
vakuumtauglich fixiert und anschlieBend mittels Rasterelektronenmikroskop untersucht.



Abb. 15. Rasterelektronische (obere Reihe), fluoreszenzmikroskopische (untere Reihe links) und makroskopische
(untere Reihe rechts) Aufnahmen der Entwicklung von P. ampelicida 10 dpi. Die Pfeilspitzen markieren eine
beginnende Nekrosebildung.

Etwa 10 Tage nach Infektion (dpi) konnte erstmalig ein verdndertes Hyphenwachstum am Rand des Myzels detektiert
werden (Abb. 15). Die Hyphen erschienen an dieser Stelle verdickt und unregelmaRig gelappt.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen deuten darauf hin, dass die Hyphen hier nicht langer nur zweidimensional
sondern dreidimensional (iber mehrere Zellschichten hinweg wachsen, was in der Literatur so noch nie beschrieben
wurde.

Um diese Hypothese zu validieren, wurde in einem weiteren Experiment (Abb. 16) jeweils das dritt- und viertjlingste
Blatt auf der Blattunterseite mit jeweils 10 Tropfen einer Sporensuspension (20 pl, 25000 Sporen/ml) inokuliert. Die
Pflanzen wurden 24 h kopfiiber inkubiert, um ein Abrollen der Inokulationstropfen zu verhindern. Zusatzlich wurde
die Triebspitze mit einer angefeuchteten Plastiktiite abgedeckt um die Verdunstung der Tropfen zu vermeiden. Etwa
zwei Wochen spater waren typische nekrotische Symptomflecken sowohl auf der Blattober- als auch auf der
Blattunterseite zu sehen. Nach einer weiteren Woche bildeten sich Pyknidien innerhalb der Symptomflecken auf der
Blattoberseite, welche das dreidimensionale bzw. translaminare Wachstum von P. ampelicida (der sexuellen Form
des Schwarzfaule-Erregers) bestatigen.

Inokulation Inkubation

Abb. 16. Darstellung des Infektionsexperimentes zur Bestatigung des translaminaren Wachstums von P. ampelicida.
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IV.2.3. Aufklarung der Kohlenstoffquelle wahrend der biotrophen Phase von Guignardia bidwelli

Die teilweise groRen Unterschiede der Hyphenentwicklung deuten darauf hin, dass es genetische Unterschiede
zwischen verschiedenen Reben geben muss, die auf die (stark energieabhidngigen) Vorgdnge des polaren
Spitzenwachstums der Hyphe und der Neubildung von Zellpolaritat einwirken. Die Art und Weise, wie sich der Erreger
der Schwarzfaule von der Pflanze erndhrt, war vorher nicht geklart. Bisher wurden weder von uns noch von anderen
Gruppen Erndhrungsorgane, wie beispielsweise Haustorien nachgewiesen. Der Schwarzfaule-Erreger wachst zwar
unterhalb der Cuticula, aber im Gegensatz zu Falschem und Echtem Mehltau aulRerhalb der Wirtszelle. Dies legt die
Vermutung nahe, dass sich der Pilz von degradierten Bausteinen der pflanzlichen Zellwand ernahrt. Mit Hilfe
extrazelluldrer Enzyme konnten die entsprechenden Zellwandbestandteile aufgeschlossen werden. Um diese
Vermutung zu priifen, wurde ein Platten-Assay entwickelt, um die Bildung extrazelluldarer Enzyme und den Abbau
verschiedener moglicher Substrate nachzuweisen. Dieser Platten-Assay basiert auf einem Minimalmedium mit
verschiedenen Salzen, jedoch ohne eine Kohlenstoffquelle. Diesem Minimalmedium wurden entweder Cellulose,
Hemicellulose (Xylan) oder Pektin zugesetzt. Das pectinhaltige Medium wurde entweder auf pH 5 oder auf pH 7
eingestellt, um verschiedene Pektin-abbauende Enzyme (die sich in ihrer pH-Abhangigkeit unterscheiden) testen zu
kénnen. Die Medien wurden mit Myzel-Blockchen von 3-4 Wochen alten Kulturen verschiedener Schwarzfiule-
Isolate angeimpft. Nach 15 Tagen wurde das gewachsene Myzel vermessen (Abb. 17) und mit Hilfe von
Substratfarbungen die Abbauzone bestimmt. In Ergdnzung wurde ein Bavendamm-Test auf Ligninabbau durch
Laccasen und Polyphenoloxidasen durchgefiihrt.

Abb. 17: Plattentest zur Bestimmung der Substrataktivitat. Wachstum der Schwarzfaule und Substratabbau auf
Minimalmedium (a) im Vergleich zu Minimalmedium mit Cellulose (b), Hemicellulose (c), Pectin pH 5 (d) und Pektin
pH 7 (e) 15 Tage nach Inokulation. Farbumschlag des Bavendamm-Mediums 7 Tage nach Inokulation (f) zum
Nachweis von Lignocellulose-Nutzung.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Erreger in der Lage ist, sowohl Cellulose und Hemicellulose abzubauen. Die Nutzung
dieser C-Quellen erlauben jedoch offensichtlich nur ein langsames Myzelwachstum. Auf den pektinhaltigen Medien
waren hohere Wachstumsraten zu beobachten, auch zeigte das Myzel ein fiir den Erreger typische schwarze Farbe.
Ein Farbumschlag des Mediums im Bavendamm-Test zu dunkelbraun/schwarz bestatigte die Billdung von Laccasen
und Polyphenoloxidasen und demnach das Potential Lignin, welches haufiger in altem Gewebe zu finden ist,
abzubauen. Die Ergebnisse des Platten-Assays bestatigen grundsatzlich die Hypothese, dass der Schwarzfaule-Erreger
Zellwandbestandteile abbauen und fiir die Erndhrung nutzen kann.

Verschiedene Isolate der Schwarzfaule unterschieden sich hierbei in der Effizienz, mit der sie Pektine umsetzen
konnten. Beispielsweise erzeugte das Isolat ,,8088“ einen deutlich gréReren Hof als das Isolat ,,9494“, was darauf
hindeutet, dass es Pektine weniger effizient umsetzen kann. Erste vergleichende Infektionsstudien mit diesen beiden
Isolaten zeigen eine verstarkte Schwarzfaule-Symptomatik nach Inokulation mit dem pectin-effizienten ,9494“ im
Vergleich zu dem ineffizienteren ,,8088"“.



Diese Studien zur Substrat-Spezifitat weisen den Pektinen der Wirts-Zellwand eine wichtige Bedeutung fiir den Erfolg
der Schwarzfaule-Infektion zu. Wahrend der biotrophen Phase ist der Pilz offenbar fdhig, nicht nur
Zellwandkomponenten wie Cellulose und Hemicellulose abzubauen, sondern vor allem die Pektine (die zentralen
Bestandteile der Mittellamelle) aufzuschlieRen.

Eine Analyse der Zellwand-Zusammensetzung forderte zutage, dass in der resistenten Unterlagsrebe Borner (ein
komplexer Hybrid aus amerikanischen Wildreben) und der teilresistenten Wildrebe K16 der Pektingehalt
herabgesetzt war, was mit dem reduzierten Hyphenwachstum auf diesen Genotypen in Zusammenhang gesehen
werden muss. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es eine Altersresistenz der Blatter gibt, wobei die voll
expandierten Blatter schlechter befallen werden. Bei den Wildreben entwickelt sich diese Altersresistenz friiher und
schneller, was mit einer weniger starken Expansion korreliert. Vor allem bei der Wildrebe K16 wurde ein gréBeres
Verhaltnis von verzweigten Arabinofuranosen zu den linearen Vorldufern beobachtet, solche stirker verzweigte,
komplexeren Pektine sind enzymatisch schwerer abbaubar.

IV.2.4. Untersuchung der Abwehrreaktionen der Wirtspflanze

Um zu verstehen, ob der Wirt das biotroph wachsende, aber nicht in die Zelle eindringende Pathogen lberhaupt
wahrnimmt, wurden die Abwehrreaktionen vergleichend untersucht:

e Aktivierung eines Calcium-Influx-Kanals (gemessen (iber Ethacridinal-Acridinorange)
e Aktivierung der NADPH-Oxidase RboH (gemessen (iber Nitroblau-Tetrazolium)
e Aktivierung von Genen der basalen Immunitat (gemessen lber real-time qPCR)

Apoplastische Alkalinisierung. Die histologische Farbung mittels Ethacridinlactat-Acridinorange ist eine neuartige
Methode zur Detektion sehr friiher Abwehrreaktionen der Pflanze. Es wird vermutet, dass Ethacridinlactat die
Alkalinisierung des Apoplasten, als eine der ersten Reaktionen auf Pathogenbefall, sichtbar macht. Molekulare
Grundlage fir dieses Phanomen ist die Aktivierung von Calciumkanalen als derzeit frihester bekannter Schritt der
basalen Immunitdt von Pflanzen. Diese Kanale transportieren gemeinsam mit Calcium auch Protonen aus dem
Apoplasten ins Zell-Innere, so dass der pH in der Zellwand ansteigt.

M-Th (anfillig) Borner (resistent) K18 (teilresistent)
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Abb. 18. Nachweis der apoplastischen Alkalisierung im Vergleich. Die Reaktionen um die Appressorien bei 72 hpi wurden in drei
Reaktionsklassen (fehlend, schwach und stark) unterschieden. Je Blattscheibe wurden 100 Appressorien ausgewertet. Pro Sorte
und Zeitpunkt wurden 4 Blattscheiben des viertjlingsten Blattes verschiedener Pflanzen untersucht. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt.

Die quantitative Auswertung der Reaktionsklassen (Abb. 18) zeigt, dass die anfallige Kultursorte Miller-Thurgau nur
eine geringe apoplastische Alkalinisierung aufwies, wahrend die resistente Unterlagssorte Borner signifikant starker
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reagierte, ebenso wie die teilresistente sylvestris Akzession K18. Dies spricht dafiir, dass die Resistenz mit einer
starkeren Aktivierung der basalen Immunitat einhergeht.

Aktivierung eines apoplastischen oxidative burst. Superoxid (Singulett-Sauerstoff) gehért neben Wasserstoffperoxid
und Hydroxyl-Radikalen zu den sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies, die man bei den meisten daraufhin
untersuchten Wirt-Parasit-Interaktionen nachweisen konnte. lhre Freisetzung ist eine schnelle Reaktion seitens der
Pflanze und wird auch unter dem Begriff ,,oxidative burst” zusammengefasst. Verantwortlich fir diesen ,oxidative
burst” ist eine NADPH-abhangige Oxidase in der pflanzlichen Zellmembran, die als zentraler Schalter fiir zahlreiche
Stress-Reaktionen fungiert. Die gebildeten Superoxid-Anionen tragen zur Zellwandverstarkung bei und greifen auch
das Pathogen im Apoplasten direkt an. Vor allem jedoch kénnen sie durch die Membran ins Zell-Innere gelangen und
dort als wichtiges Signal Abwehrreaktionen aktivieren. Beispielsweise sind sie fur die Aktivierung von
Stilbensynthase-Genen zentral (siehe 4.3) oder wirken bei der Steuerung des hypersensitiven Zelltodes mit. Mit Hilfe
des Farbstoffes Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) kann im Blattgewebe die Bildung von Superoxidanionen
nachgewiesen werden. Dafiir wurden inokulierte Blattscheiben der verschiedenen Genotypen nach
unterschiedlichen Zeitintervallen (24, 48, 72 und 96 h) mit einer 0,05% NBT-Losung vakuuminfiltriert und fiir eine
weitere Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die Blattscheiben in einem Etahnol-Aceton-Gemisch (4:1) entfarbt.
Bei der lichtmikroskopischen Auswertung wurden Starke und Haufigkeit der Blaufarbung und damit die Auspragung
der Superoxidanionenbildung in 5 Kategorien von '0’ bis '4’ eingestuft (Abb. 19).

Abb. 19: Quantifizierung der Superoxidanionen-Bildung nach Anfarbung mit NBT tber ein Klassifizierungssystem (0 bis 4).

Blaufarbungen und damit der Nachweis der Superoxidanionenbildung, wurden stets entlang der Zellwdnde der
Epidermiszellen gefunden, die sich unterhalb der Appressorien von P. ampelicida befinden. Auf der teilresistenten
Sorte Solaris und den Wilderben K16, K18 und K38 konnten erste Reaktionen schon 24 hpi beobachtet werden (Abb.
20). Die Starke der Reaktionen nahm mit zunehmender Zeit nach Inokulation zu, wobei bei einigen Genotypen nach
72 hpi eine Stagnation oder gar Abnahme der Reaktionen eintrat. Daher wurde fiir den Vergleich weiterer Sorten der
Zeitpunkt 72 hpi ausgewadhlt.

Bei der resistenten Sorte Borner wurde im Gegensatz dazu nur selten eine Bildung von Superoxidanionen
nachgewiesen und wenn sie vorkam, dann nur in geringem MaRe. Mdglicherweise beruht die Resistenz von Bérner
nicht auf einer direkten Abwehrreaktion, sondern auf Mechanismen, die eine Aktivierung der Abwehr gar nicht
erforderlich machen. Eine Méglichkeit waren Unterschiede in der Zellwandzusammensetzung der Epidermis, die eine
Nutzung als Kohlenstoffquelle erschweren, wodurch der Pilz in seiner Entwicklung eingeschrankt wiirde. Wie in der
letzten Berichtsperiode schon aufgeklart, sind hier vor allem Zellwand-Pektine von grofRem Interesse (s. unten).
Ahnlich wie bei Bérner wurde auch in den Sorten M-Th und Augster Weiss nur wenig Superoxid detektiert, was hier
jedoch mit einer hohen Anfilligkeit verknipft ist. Die teilresistente Sorte Solaris und die untersuchten Wildreben
zeigten mittlere bis starke Reaktionen. Diese Befunde legen nahe, dass die Effizienz der Abwehr gegen Schwarzfaule
mit der Aktivierung der NADPH-Oxidase korreliert. Bei der Sorte Borner scheint die Entwicklung des Pathogens schon
stromauf dieser Aktivierung geblockt zu werden, so dass es gar nicht erst zu einer Aktivierung der Signalleitung
kommt. Freilich nimmt Borner den Pilz durchaus wahr, wie am Beispiel der apoplastischen Alkalinisierung gezeigt
werden konnte. Da bei der basalen Immunitdt die NADPH-Oxidase (iber einen calciumabhangigen Weg aktiviert wird,
kénnte der Block zwischen diesen beiden Signalereignissen zu verorten sein.
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Superoxidanionenbildung nach Infektion mit P. ampelicida auf verschiedenen Genotypen (links).
Vergleich der Superoxidanionenbildung 72 hpi auf mehreren Genotypen (rechts).

Bildung von Kallosepapillen. Zur Beobachtung der fortgeschrittenen Entwicklungsstadien von P. ampelicida wurden
Pflanzen der Rebsorten M-Th (anfallig), Solaris (teilresistent), Borner (resistent) und der Wildreben K16, K18 und K38
mit dem Erreger der Schwarzfaule infiziert. Acht dpi wurde das zum Zeitpunkt der Infektion viertjlingste Blatt
entnommen, wie oben beschrieben konserviert, mit Anilinblau gefarbt und ausgewertet. Der Farbstoff Anilinblau
farbt sowohl pilzliche Strukturen als auch Kallose im pflanzlichen Gewebe. P. ampelicida konnte auf Blattern der Sorte
M-Th innerhalb von 8 Tagen bereits mehrere groBe Hyphennetze etablieren und es waren histologisch keine
Abwehrreaktionen erkennbar. Die Proben der Sorte Solaris wiesen dagegen vergleichsweise weniger Hyphennetze
auf, nur wenige Appressorien waren in der Lage ein Myzel zu bilden. Unterhalb einiger Appressorien, die kein
Hyphenwachstum zeigten, wurden Kalloseablagerungen in den Zellwdnden der Epidermiszellen beobachtet. Die
Akkumulation von Kallose in den Zellwanden an der Eindringstelle von Pathogenen verstarkt die Zellwand und gilt als
wichtiger struktureller Abwehrmechanismus von Pflanzen. Auch wenn vermehrte Kallosedeposition und
eingeschrankte Kolonisierung durch den Pilz miteinander in Beziehung stehen, gibt es dennoch Fille, bei denen trotz
Kallosebildung Infektionen auftreten kdnnen (Abb. 21). Méglicherweise kommt es auf den Zeitfaktor an, so dass nur
schnelle Papillenbildungen effektiv waren — diese Hypothese kénnte Uber Zeitverlaufsstudien tiberprift werden. Auf
den Blattern der Wildreben ergab sich ein dhnliches Bild wie bei Solaris. Zwar konnten einige Appressorien auch
groRere Hyphennetze etablieren, in der Regel waren jedoch die Hyphennetze kleiner und teilweise schien auch hier
das Hyphenwachstum durch punktuelle Kallosedepostionen eingeschrankt zu sein. Auf der resistenten Sorte Borner
wurden nur wenige Hyphennetze beobachtet, die sehr klein und wenig verzweigt waren, P. ampelicida kann sich auf
Blattern der Rebsorte Borner scheinbar nur schlecht entwickeln. Es wurden zwar auch hier Appressorien detektiert,
die jedoch kein Myzel im Gewebe etablieren konnten.

Solaris Borner Wildrebe ‘K16°¢

Solaris,

21dpi |

Abb. 21: Fortgeschrittene Entwicklung und Kallosedepositionen von P. ampelicida 8 dpi auf den Genotypen M-Th (anfillig), Borner
(resistent) und der Wildrebe K18 (teilresistent).

Aktivierung von Abwehrgenen. Die Aktivierung der basalen Immunitdat kulminiert in der Aktivierung von
Abwehrgenen, die fiir die Phytoalexin-Bildung wichtig sind. Hierbei wurden stellvertretend zwei Gene analyisert:
Phenylammonium-Lyase als erster spezifischer Schritt des Phenylpropanoid-Stoffwechsels und die nachgeschaltete
Stilbensynthase, die fur die Abzweigung des Stilbenwegs vom Flavonoidweg verantwortlich ist. Die Transkriptpegel
waren bei der teilresistenten 'Solaris' und vor allem beim voll-resistenten 'Bérner' fiir beide Gene schon sehr friih
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erhéht (Abb. 22). Bemerkenswert war, dass Stilbensynthase schon 6 Stunden nach Infektion deutlich induziert war,
was bei der anfalligen Sorte 'Muller-Thurgau' nicht zu beobachten war.

Dies deutet daraufhin, dass bei 'Solaris' und 'Borner' die Abwehr schon wahrend der biotrophen Phase deutlich und
stark aktiviert wird. Ob diese bei den sylvestris Genotypen K16 und K18 ebenfalls so ist, muss noch geklart werden.
Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass sowohl 'Solaris' als auch 'Borner' aus komplexen Kreuzungsgangen, unter
anderem mit nordamerikanischen Wildreben hervorgegangen sind und daher {iber entsprechende Rezeptorgene
verfugen kénnten.
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Abb. 22: Expression von VVPAL und VvSTSder Sorten ‘M-Th’, ‘Solaris’ und ‘Bérner’ zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 6, 12, 24, 48,
96 und 144 h) nach Inokulation mit dem Erreger der Schwarzfaule bestimmt mittels qPCR. Dargestellt sind scheininfizierte
(hellgrau) und infizierte (dunkelgrau) Varianten. Die Expressionswerte wurden korrigiert durch das Haushaltsgen Ubiquitin. n =
zwei biologisch unabhangige Versuche, die jeweils aus Blattscheiben verschiedener Reben gepoolt wurden.

IV.2.5. PeKtinmodifikation und Altersresistenz

Eine genauere Analyse der Infektionsstarke liber die Blattfolge hinweg zeigte eine Abhangigkeit von der Blattetage —
die Symptomauspragung war vor allem an jungeren Blattern zu beobachten (Abb. 23). Selbst bei der anfilligen
Kultursorte Miiller-Thurgau sank der Infektionserfolg ab Blatt 6 deutlich ab. Bei der teilresistenten sylvestris
Akzession K18 war schon ab Blatt 5 kaum noch eine Infektion feststellbar. Dies flihrte zur Hypothese, dass die Blatter
nach Abschluss der Expansion nicht mehr befallen werden kénnen (Altersresistenz) und dass die Wildreben aufgrund
einer weniger lang andauernden Expansion schon frither diese Altersresistenz erreichen. Eine Implikation dieser
Hypothese war die Vorhersage, dass die Blattlangenzunahme bei den Wildreben schneller zum Erliegen kommt als
bei der anfalligen Sorte Miller-Thurgau. Diese Vorhersage konnte bestatigt werden (Abb. 23), wobei zu bemerken
ist, dass bei der Unterlagssorte Borner die Blattlangenzunahme (iber altere Blattetagen nur wenig sinkt, obwohl
dieser Genotyp resistent ist. Aber das bedeutet nur, dass hier die Resistenz lber einen anderen Mechanismus
zustandekommt — das ist zu erwarten, da Borner aus Kreuzungen mit nordamerikanischen Wildreben entstanden ist,
so dass hier also durch Koevolution mit dem Pathogen ganz andere Immunitdtsmechanismen zu erwarten sind als
bei den Europdischen Wildreben, die ja erst vor kurzem mit dem Pathogen in Beriihrung kamen.
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Abb. 23: Links: Abnahme der Befallsstarke mit zunehmendem Blattalter bei der anfalligen Kultursorte Miiller-Thurgau (rot), der
Unterlagssorte Borner (grau) und der teilresistenten sylvestris-Akzession K18 (schwarz). Rechts: Abnahme des Blattwachstums mit
zunehmendem Blattalter bei denselben Akzessionen.

Da bei den vorangegangenen Versuchen die ZellwandpeKtine als Energiequelle fiir die Schwarzfaule nachgewiesen
worden waren, wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Bunzel, Lebensmittelchemie, KIT, Blatter
der anfalligen Sorte Miller-Thurgau mit Blattern aus resistenten Genotypen (Borner, Solaris und die schwarzfaule-
resistente Wildreben K18) verglichen. Hier zeigte sich, dass der Gehalt der dreifach methylierten 1,3,5-
Arabinofuranose (dem Vorlaufer fir hochmethylierte Derivate) relativ konstant blieb, wahrend die Pegel des nur
zweifach methylierten Vorldufers 1,5-Arabinofuranose bei den resistenten Genotypen vermindert war. Die
reduzierte Blattexpansion bei dem resistenten sylvestris Genotyp K18 korrelierte also mit einer Verschiebung der
Pectinmodifikation zu starker methylierten Formen.

Dies lasst sich sehr gut in den Entwicklungszyklus des Pathogens einordnen: Die Hyphen wachsen anfanglich
subkutikuldr auf den antiklinalen Zellwanden der Epidermis. Bisher konnte keine Haustorienbildung beobachtet
werden, welche bei anderen Pilzen (z.B. Echter und Falscher Mehltau) zur Nahrungsaufnahme in pflanzliche
Wirtszellen gestiilpt werden. Freilich konnten ab 8 dpi kleine laterale Verzweigungen der Hyphen beobachtet
werden, die eine VergroéRerung der pilzlichen Ober-und Kontaktflache zum pflanzlichen Gewebe darstellen. Dies fiihrt
zur Vermutung, dass der Pilz die Zellwand der Epidermiszellen abbaut und sich von deren Komponenten ernahrt. Wie
oben dargestellt, kann das Pathogen vor allem pektinhaltige Medien als Kohlenstoffquelle nutzen. Auch das
Wachstum entlang der Mittellamelle von Epidermiszellen, deutet darauf hin, dass der Erfolg der Infektion davon
abhidngt, wie gut die Pektine der Mittellamelle aufgeschlossen werden. Da nach Abschluss der Blattexpansion die
Pektine zunehmend methyliert werden, kénnte dies zur Folge haben, dass hier der Pilz weniger Nahrstoffe zur
Verfligung hat und daher weniger gut wachsen kann.

Fazit: Das Ziel, das Infektionsgeschehen fiir die Schwarzfdule qualitativ und quantitativ aufzudecken, wurde
verwirklicht. Die Uber den Vergleich verschiedener Genotypen mogliche ldentifizierung eines Zusammenhangs
zwischen Pektinmodifikation und Nutzung von Zellwandpektinen wahrend der biotrophen Lebensphase liefert einen
konkreten molekularen Zielpunkt fir die zichterische Bearbeitung. Damit wurde ein zentrales Projektziel - ein
mechanistisches Verstdandnis des Infektionsgeschehens, erreicht.

IV.3. Etablierung einer Kreuzungspopulation

Hier handelte es sich um ziichterische Pionierarbeit unter schwierigsten Bedingungen, da die Wildreben zum einen
zweihdusig sind, zum anderen erst sehr junges Material zur Verfigung stand und zum dritten die
Kreuzungskampagnen der ersten beiden Jahre durch Witterungseinbriiche wahrend der Bliitezeit weitgehend
zunichtegemacht wurden. Erst im dritten Jahr gelang es, Kreuzungspopulationen zu etablieren, mit denen man die
Arbeit beginnen konnte. Da die Entwicklungsdauer von Reben mit dem engen Zeitrahmen eines solchen Projekts in
Konflikt steht, war diese Verzégerung nicht mehr aufzuholen. Basierend auf den Vorarbeiten wurden aufgrund guter
Resistenzeigenschaften die beiden Akzessionen Vitis sylvestris H629 und Vitis sylvestris Ke83 fiir die Erstellung von
Kreuzungspopulationen ausgewahlt. Die beiden Akzessionen wurden mit der pilzanfalligen Rebsorte Augster Weiss
(mannlich steril) gekreuzt. Die zu Projektbeginn vorhandenen Samlingspopulationen erlaubten zwar den Einstieg in
die genetische Kartierung, allerdings waren die PopulationsgroRen fiir eine spatere solide QTL-Verrechnung zu
gering. Trotz intensiver Bemiihungen waren in den Folgejahren 2012 — 2014, bedingt durch die Akkumulation
widriger Umstdnde (s. oben) die diesbeziiglichen Kreuzungen wenig erfolgreich und die Zahl der Samlinge konnte nur
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geringfligig gesteigert werden. Erst im Jahr 2015 waren die Kreuzungen aufRerordentlich erfolgreich und fihrten zu
Samenzahlen von jeweils >1500.

Die Individuen aus der ersten Kreuzungskampagne sind inzwischen schon so weit herangewachsen, dass ausreichend
Blattmaterial fir die Bestimmung der Stilbengehalte zur Verfiigung steht. Dies wurde nun fir die
Kreuzungspopulation aus Augster Weiss x H529 und Augster Weiss x H529 begonnen (Abb. 24). Die Induktion erfolgte
Uiber einen UV-Puls in derselben Weise wie fiir die Stilbencharakterisierung der Wildreben. Im Vergleich zu dem nur
niedrig induzierbaren Eltern Augster Weiss liefern die Kreuzungsprodukte deutlich héhere Stilbengehalte. Fiir die
Kreuzung mit H629 erreichen die manche Kreuzungsprodukte in etwa 50% des Wildelternvaters, fiir die Kreuzung
mit Ke83 erreichen manche Kreuzungsprodukte fast den Pegel des Wildelternvaters.
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Abb. 24: Stilbenpegel und —profile in den Kreuzungsprodukten aus Augster Weiss x H629 (oben) und Augster Weil x Ke83 (unten).
Unter identischen Bedingungen gewonnene Blattscheiben wurden parallel unter denselben Bedingungen mit 10 min UV-C
bestrahlt, 6 h inkubiert und extrahiert. Die Extrakte wurden dann lber eine GC-MS-MS basierte Metabolomik analysiert. Die
Kreuzungsprodukte sind gegeniiber Augster Weiss deutlich erhoht und zeigen deutliche Variationen zwischen den Individuen.



Da die Population der Individuen, fur die eine Phanotypisierung schon moglich ist, noch sehr klein ist, war eine
ungerichtete Korrelation mit den Mikrosatellitendaten nicht sinnvoll. Da aber fiir einen der Kreuzungseltern, H629
mit einem besonderen Allel des Transkriptionsfaktors MYB14 (s. nachster Abschnitt) identifiziert worden war, wurde
untersucht, ob hier eine Korrelation vorliegen kénnte. Die entsprechende Analyse ist in den Tabellen
05_Kreuzung_Mikrosatellitendaten_myb und 06_Kreuzung_Korrelation_Stilbengehalte dem Bericht in
elektronischer Form beigefiigt. Innerhalb der Kreuzungspopulation korrelierte das Wildrebenallel von MYB14
korrelierte jedoch nicht mit den erhéhten Stilbengehalten, was darauf hindeutet, dass hier noch weitere genetische
Faktoren eine Rolle spielen miissen. Wenn die Ergebnisse der erfolgreichen Kreuzungskampagne von 2015 zur
Verfligung stehen, gibt es jedoch weit bessere Chancen, diese Faktoren (iber eine Mikrosatellitenanalyse in
Verbindung mit einer quantitativen Phanotypisierung dingfest zu machen.

Fazit: Das Ziel, eine fir quantitative Genetik ausreichend grofRe Kreuzungspopulation zu etablieren, konnte nicht zum
geplanten Zeitpunkt erreicht werden, sondern erst im dritten Projektjahr. Diese Kreuzungspopulation konnte im
Rahmen dieses Projektes zwar leider nicht mehr genutzt werden, bietet aber nun wertvolles und umfangreiches
Material fr kiinftige Projekte.

IV.4. Steuerung der basalen Immunitat

Fir die Zichtung von Rebsorten, die gegen Falschen und Echten Mehltau resistent sind, werden Resistenzfaktoren
aus nordamerikanischen Wildreben genutzt, die im Laufe einer lange Koevolution zwischen diesen Wildarten und
diesen Pathogenen entstanden sind. Diese Abwehrmechanismen sind sehr spezifisch und beruht vermutlich auf der
Erkennung von Pathogenfaktoren.

Fir die Schwarzfaule sind derzeit solche spezifischen Resistenzfaktoren nur fiir die Wurzelstockrebe Bérner bekannt
(Rex et al. 2014). In unserem Projekt beschaftigen wir uns vornehmlich mit der sogenannte basalen Immunitat, die
zwar weniger spezifisch, aber dafiir recht breit wirksam ist. Bei der Weinrebe spielt vor allem die Bildung von
antimikrobiellen Stilbenen eine wichtige Rolle. In Zusammenarbeit mit Dr. Philippe Hugueney (INRA, Colmar), wurde
die Wildrebenpopulation hinsichtlich der Induktion und des Profils von Stilbenen untersucht (Duan et al. 2015).

Dabei zeigten sich groRBe Unterschiede beziiglich der Induzierbarkeit von Stilbenen in Antwort auf einen auslésenden
UV-C Puls. Diese Unterschiede konnten nun Uber mehrere Vegetationsperioden und Anzuchtbedingungen hinweg
reproduziert werden und sind daher genetisch bedingt. Durch Hochdurchsatz-Metabolomik konnten wir zwei Stilben-
Chemovare identifizieren. Der eine akkumulierte Stilbene schnell und sehr stark und bildete vor allem die nicht-
glykosylierten Stilbenspezies Resveratrol und Viniferin, wahrend der andere Chemovar generell weniger Stilbene
akkumulierte und diese vor allem in den wenig bioaktiven Formen Piceatannol und dem Glycosid Piceid. Fiir alle 86
untersuchten Genotypen zeigte sich eine Zeitabhangigkeit des Stilbenmusters: Piceid, Resveratrol und Piceatannol
akkumulierten friiher, wahrend die Viniferine deutlich spater gebildet wurden.

Diesen genotypischen Unterschiede in der Stilbenakkumulation gingen entsprechende Unterschiede in der
Aktivierung von Stilbensynthase und Resveratrolsynthase voraus (Abb. 25). Ebenso wurde das erste Enzym des
Phenylpropanwegs, Phenylammonium Lyase unterschiedlich aktiviert und das Schliisselenzym Chalconsynthase, das
den mit der Stilbenbildung konkurrierenden Flavonoidzweig initiiert wurde in gehemmt.

Diese Unterschiede in der Induktion durch UV-Strahlung fanden sich in der Antwort auf Infektion mit Plasmopara
viticola wieder. Es gab also unabhangig vom auslésenden Faktor (UV oder Falscher Mehltau) Wildreben mit einer
generell erhdhten Aktivierung der Stilbenbildung, wahrend andere generell schwéacher reagierten. Eine
vergleichende Analyse der Infektion zeigte, dass die zum Viniferin-Chemovar zdhlenden Genotypen eine bessere
Resistenz gegen Falschen Mehltau aufwiesen als die Genotypen des Piceid-Chemovars.

Neben der Stilbenbildung wurde noch die Stomatadichte untersucht. Auch hier gab es von Umwelt und Entwicklung
unabhidngige, also genetisch bedingte Unterschiede im relativen Anteil von Spaltéffnungsapparaten an der
Gesamtpopulation von Epidermiszellen. Einige Genotypen des Piceid-Chemovars wiesen eine geringe
Spaltéffnungsdichte auf und wurden trotz eher méaRiger Stilbeninduktion weniger stark befallen, vermutlich weil den
Zoosporen weniger Eintrittspforten offenstanden.
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Abb. 25: Uber qPCR gemessene Anderungen im Transkriptpegel fiir Stilbensynthase (StSy), Resveratrolsynthase (RS) und
Chalconsynthase in den Wildreben H629 und Ke83 im Vergleich zur Sorte Augster Weiss. * signifikant auf 95%, ** signifikant auf
99%. Links ist der Stoffwechselweg skizziert — CHS und StSy/RS sind Schlisselenzyme fir konkurrierende Zweige des
Phenylpropanwegs. Diese Konkurrenz spiegelt sich in einer antagonistischen Regulation (CHS wird bei Induktion von StSy
reprimiert) wider. Rechts unten: Clusterdarstellung der Stilbenprofile fiir die V. sylvestris Population als sogenannte heatmap.
Blau geringe, gelb starke Abundanz der jeweiligen Stilbenspezies auf einer logarithmischen Skala (gelb entspricht dem 1000-fachen
Wert von blau). Das unterste Cluster umfasst die Genotypen des Viniferin-Chemovars. (aus Duan et al. 2015).

Die starke Stilbeninduktion in H629 und Ke83 korreliert mit einer starken Induktion des Schlisselenzyms
Stilbensynthase. Inzwischen wurde der Transkriptionsfaktor myb14 durch Arbeiten der Arbeitsgruppe Bogs am DLR
als Aktivator des Stilbensynthasegens identifiziert (Holl et al. 2013). Durch Next-Generation Sequencing von H629 in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schmidt, Universitdt Mainz konnte gezeigt werden, dass im
Promotor von myb14 ein langeres Motiv vorhanden ist, dass bei Augster Weils fehlt. Daraufhin wurden die myb14
Promotoren aus H629, Ke83 und Augster Weiss kloniert und sequenziert. Die Alinierung zeigte, dass es langere
Motive gibt, die bei den beiden Wildreben vorhanden sind, aber sowohl bei Augster Weiss als auch der vinifera
Referenzsequenz (Pinot Noir) fehlt. Zuséatzlich finden sich bei H629 zwei weitere Motive, die bei Ke83 fehlen.

In der Tat liel’ sich zeigen, dass der myb14 Promotor durch UV und durch Infektion mit Plasmopara viticola sehr stark
induziert werden kann (Abb. 26)
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Abb. 26: Uber gPCR gemessene Transkriptpegel fiir den Transkriptionsfaktors myb14, der Stilbensynthase steuert, in den
Wildreben H629 und Ke83 im Vergleich zur Sorte Augster Weiss. * signifikant auf 95%.

Im néchsten Schritt wurden diese Unterschiede auf ihren funktionellen Kontext hin getestet. Dazu wurde ein von der
Arbeitsgruppe Bogs entwickeltes Promotor-Reporter-System am KIT etabliert. Der Promotor von Interesse wird vor
einen Luciferase-Promotor kloniert und Uber Partikeloombardement in Suspensionskulturen von Vitis
eintransformiert. Um Unterschiede in der Transformationseffizienz zu kalibrieren, wird als interner Standard eine rot
lumineszierende Renilla-Luciferase unter einem konstitutiven Promotor mit eintransformiert. Durch Messung der
griinen Luciferase Lumineszenz im Verhiltnis zur roten Renilla-Luciferase Lumineszenz lassen sich so Anderungen in
der Aktivitat des jeweiligen Promotors quantitativ messen.



Dieses System erwies sich als Uberaus effizient (Abb. 27). Damit wurde zunachst gezeigt, dass die Promotoren der
aus H629 und Ke83 myb14 Varianten durch UV viel starker induziert werden kdnnen als die aus Augster Weiss
klonierte Variante und dass diese Induktion durch Diphenyl-lodonium (DPI), einen spezifischen Hemmstoff der
NADPH-Oxidase, geghemmt wird. Die myb14 Variante aus H629 wird auch durch flagellin 22 (einen Induktor der
basalen Immunitat) und auch durch Jasmonsaure (ein zentrales Signal der basalen Immunitat) aktiviert, die myb14
Variante aus Ke83 jedoch nicht. Die myb14 Variante aus Augster Weiss lasst sich weder durch UV, noch durch flagellin
22, noch durch Jasmonsaure aktivieren.
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Abb. 27: Ergebnisse des Promotor-Reportersystems fur die aus H629, Ke83 und Augster Weiss klonierten Allele des MYB14
Promotors. UV Licht induziert die Allele aus H629 und aus Ke83, wahrend flagellin 22 und Jasmonsaure als Signale der basalen
Immunitat nur das Allel aus H629 aktivieren. Die Induktion ist abhadngig von der Bildung von Superoxid-Anionen durch die NADPH
Oxidase RboH, weil die Induktion durch den spezifischen Inhibitor DPI gghemmt werden kann.

Dieses System wurde dann mit weiteren Inhibitoren und Aktivatoren kartiert. Die Signalwege fiir die basale
Immunitat und fir die Effektor-aktivierte Immunitat sind fir Vitis Zellen in unserer Arbeitsgruppe in einer Reihe von
Arbeiten recht detailliert charakterisiert worden, so dass die Unterschiede zwischen den MYB14 Allelen durch
entsprechende Inhibitorversuche eingeordnet werden konnten. Diese Studie fiihrte zu einem Modell fir die friihe
Signaltransduktion (Abb. 28): Es gibt zwei Eingangssignale — ein Calciumeinstrom und die Bildung von Superoxid-
Anionen durch die NADPH Oxidase RboH. Der Calciumeinstrom aktiviert eine MAP-Kinasekaskade und parallel dazu
Uber die Aktivierung von Lipoxygenase (LOX) die Bildung von Jasmonséaure. Beide Signale konvergieren und aktivieren
den myb14 Promotor, dessen Genprodukt dann wiederum den Stilbensynthase-Promotor anschaltet. Die Superoxid-
Anionen kdnnen liber Aquaporine ins Cytoplasma gelangen und werden in den Peroxisomen zu Wasserstoff-Peroxid
umgewandelt, das dann wiederum in die Plastiden einwandert und dort ebenfalls iber Aktivierung der Lipoxygenase
den Jasmonatweg aktiviert.

Wir vermuten, dass der Jasmonsaure-vermittelte Signalweg sowohl das H629 als auch das Ke83 Allel von myb14
effizient aktiviert (im Gegensatz zu dem Allel aus Kulturreben). Hingegen kann das vom MAP-Kinase abhangigen Weg
generierte Signal nur vom H629 Allel des myb14 Promotors effizient gebunden werden. Da UV zwar RboH aktiviert,
aber nicht den Calcium-Einstrom, gibt es fiir UV Induktion keinen Unterschied zwischen den beiden sylvestris Allelen,
wohl aber in Antwort auf flagellin 22. Externe Jasmonsaure kann ebenfalls einen starken Calciumeinstrom induzieren,
weshalb hier wiederum vor allem das H629, aber nicht das Ke83 Allel reagiert (Abb. 15).

Diese Arbeiten wurden in einer hochrangigen internationalen Fachzeitschrift veréffentlicht (Duan et al. 2016).

Die Arbeiten zur Pathogenresistenz und zur Resistenzzlichtung sind momentan durch Resistenzquellen aus
nordamerikanischen Wildreben dominiert. Diese Resistenzen sind in einem koevolutiven Prozess mit den jeweiligen
Pathogenen entstanden und nutzen sogenannte effektor-vermittelte Immunitat, die in der Regel in einem
hypersensitiven Zelltod der befallenen Wirtszelle resultiert. Die alternative Strategie, die basale Immunitat als
Resistenzquelle zu nutzen, ist dagegen erst ansatzweise verfolgt worden. Seit kurzem beobachtet man jedoch ein
verstarktes Interesse an Resistenzfaktoren aus chinesischen Wildreben, die ahnlich wie sylvestris keine Koevolution
mit den aus Nordamerika stammenden Pathogenen durchlaufen haben. Die ziichterische Nutzung dieser
Resistenzquellen, vor allem gegen den Echten Mehltau, ist zwar schon in Vorbereitung, die Mechanismen sind aber
fast alle noch weitgehend unbekannt. Wir haben uns in der abschlieBenden Projektphase einen dieser Falle genauer
angeschaut und dabei eine dhnliche Strategie verfolgt wie fiir die Identifizierung von MYB14.
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Abb. 28: Modell der Signalwege, die bei der Weinrebe die basale Immunitat aktivieren. Das myb14 Allel aus der Wildrebe H629
wird sowohl durch Weg 1, als auch durch Weg 2 aktiviert, das myb14 Allel aus der Wildrebe Ke83 nur durch den Weg 2.

Fir eine gegen den Echten Mehltau resistente Wildrebe aus China, Vitis pseudoreticulata, konnten wir genetisch
bedingte Unterschiede in der Induzierbarkeit von Stilbenen gezeigt dingfest machen. Hier war es jedoch kein
besonders aktives Allel von MYB14, also einem Transkriptionsfaktor, der Stilbensynthase (ein Schliisselenzym des
Stilbenwegs) aktiviert. Vielmehr war hier die basale Immunitat dadurch gesteigert, dass ein neuer Signalwege (der
Salicylsdure-Weg) fiir die basale Immunitdt rekrutiert wurde (Abb. 29). Salicylsdure spielt sonst bei der
hypersensitiven Reaktion eine wichtige Rolle, tragt aber nicht zur basalen Immunitdt bei. Bei der chinesischen
Wildrebe aktiviert Salicylsdure jedoch alle Schritte der basalen Immunitdt wie Aktivierung eines Calciumeinstroms,
gefolgt von einer Aktivierung der NADPH Oxidase RboH, einer MAP-Kinasekaskade und Aktivierung des
Stilbensynthasepromotors. Interessanterweise war hier Jasmonsédure nur peripher (im Gegensatz zu MYB14). Die
Natur hat also mehrere Wege entwickelt, um basale Immunitat zu steigern —bei der chinesischen Wildrebe {iber eine
Veranderung im Promotor des Schliisselenzyms Stilbensynthase, bei sylvestris Genotyp H629 (iber eine Veranderung
im Promotor des Transkriptionsfaktors MYB14, der Stilbensynthase aktiviert. Auch diese Arbeit ist inzwischen
hochrangig publiziert worden (Jiao et al. 2017).
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Abb. 29. Aktivierung des Stilbensynthasepromotors durch Salicylsaure
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Fazit: Das Ziel, die Mechanismen der basalen Immunitat zu verstehen, um sie kiinftig als Alternativen fur Effektor-
getriebener Immunitdt einsetzen zu koénnen, wurde an zwei eurasischen Wildreben auf molekularer Ebene
entschlusselt (und hochrangig publiziert). Diese Untersuchungen zeigen also, dass es im Bereich der basalen
Immunitat noch viel zu entdecken gibt, was man zlichterisch nutzen kann und zeigt damit gleichzeitig, wie wichtig
die Grundidee des gesamten Projekts ist.

IV.5. Untersuchung der Resistenzerosion von PIWI-Reben gegen Falschen Mehltau

Pilzwiderstandsfahige Rebsorten wie ,Regent” (sogenannte PiWi-Reben) sind fiir den 6kologischen Weinbau einem
wichtigen Werkzeug geworden. Die Resistenz beruht auf Resistenzfaktoren, die U(iber jahrzehntelange



Ziuchtungsbemiihungen aus amerikanischen (zum Teil auch aus der in Sibirien beheimateten Vitis amurensis)
eingekreuzt wurden. Inzwischen gibt es zunehmend Berichte, wonach die durch den Faktor Rpv3 vermittelte
Resistenz gegeniiber Plasmopara viticola durch das Auftreten virulenterer Plasmopara-Stamme gemindert wird.
Diese Resistenz des Rpv3-Locus beruht auf der abgeleiteten Ebene der Immunitat (effector triggered immunity). In
dem Malie, wie der Anbau mit PiWi-Reben, die auf diesen Resistenzfaktor zuriickgreifen (und dazu zdhlen die meisten
okonomisch relevanten neuen PiWi-Rebsorten), steigt der Selektionsdruck auf das Pathogen und dies sollte
Pathogenstamme beférdern, die in der Lage sind, Rpv3-vermittelte Resistenz zu brechen. Man muss also ernsthaft
liber sogenanntes Resistenz-Management nachdenken, um die 6konomischen Erfolge des 6kologischen Weinbaus
auch langfristig und nachhaltig zu sichern. Aus diesem Grund untersuchen wir auch die Mechanismen, die es neu
aufgetretenen Pathogenstammen ermdglichen, die Rpv3-vermittelte Resistenz zu Gberwinden.

In einem Schritt wurden daher drei am JKI und am DLR gesammelte neue Stamme in die Untersuchung
miteinbezogen. Der Stamm GWH wurde auf pilzwiderstandsfahigen Neuziichtungen gesammelt, ist also
offensichtlich in der Lage, die Rpv3-vermittelte Resistenz zu brechen, die Stdmme 8836 und 8837 weisen eine
multiple Fungizidresistenz auf und sind daher ebenfalls schwer einzuddammen. Fir diese Stimme wurden
Infektionsserien auf Blattscheiben fiir die gesamte Wildrebenpopulation durchgefiihrt und der Infektionserfolg
sowohl mithilfe des liblichen Bonitierungssystems quantifiziert und zusatzlich noch durch Auszdhlen der Sporangien
prazise vermessen. Die statistische Auswertung dieser Infektionsserien wird in wenigen Wochen abgeschlossen sein.
Dabei zeigte sich, dass der Stamm GWH deutlich virulenter ist als die klassischen Isolate.

Die statistisch ausgewerteten Daten sind in der Tabelle 03_Stomata_Pathogene_Stilbene_Quantifizierung dem
Bericht in elektronischer Form beigefiigt.

Parallel zu unserem Projekt gelang es der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Spring an der Universitdt Hohenheim, aus von
,Regent’ gewonnenen lIsolaten Einzelsporangien-Linien zu erzeugen. Diese stellen mit hoher Wahrscheinlichkeit
genetisch einheitliche Linien (Klone) dar, so dass dadurch Einblicke in die genetischen Faktoren maoglich werden, die
flir das Brechen der Resistenz nétig sind. Mehrere dieser Linien, wie der Stamm B15, sind in der Lage auf ,Regent’ zu
sporulieren (Abb. 30), wahrend auf H629 und Ke83 keine Sporulation beobachtet wird und im Gegensatz zu ,Regent’
auch keine Nekrosen (die moglicherweise auf hypersensitiven Zelltod zuriickgehen) beobachtet werden, was mit der
Hypothese in Einklang steht, dass diese Wildreben eine starke basale Immunitadt aufweisen, aber keine Effektor-
aktivierte Immunitat auslosen (die ja eine Koevolution mit dem Pathogen voraussetzen wirde).

00
SdQQCQOQ“C
T ESTPIES

L XY POy Y L

Abb. 30: Reprasentative Infektionsserie mit dem Stamm B15. Auf Regent beobachtet man zwar eine nekrotische Reaktion, aber
auch partielle Sporulationen. Im Gegensatz kann dieser Stamm auf H629 oder Ke83 weder Nekrosen, noch Sporulationen
auslosen.

Mithilfe von Einzelsporangien-Linien von P. viticola, die aus der PIWI-Sorte Regent isoliert wurden, liel8 sich zeigen,
dass das Brechen der durch den Lokus Rpv3 vermittelten Resistenz mit einer schnelleren und starkeren Bildung von
Effektoren (RFLX1, crinkler) auf der Seite des Pathogens korreliert, was auf der Wirtsseite eine verzogerte Aktivierung
von Metacaspase 2 und 5 zur Folge hat, wodurch die hypersensitive Reaktion nicht zeitig genug erfolgen kann. Die
Ursache fir die schnellere Effektorbildung dieser virulenten Stamme ist nicht bekannt, aber geht vermutlich auf
(evolutionir sehr leicht zu bewirkende) Anderungen in den jeweiligen Promotoren zuriick. Das Brechen der Resistenz
der derzeit kommerziell genutzten PIWI Reben, die auf einem genetischen Faktor beruht, ist also vermutlich eine
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recht einfache Angelegenheit, was noch einmal unterstreicht, wie wichtig es wird, alternative Resistenzquellen zur
Verfligung zu haben und wie wichtig es auBerdem ist, mit Pyramidisierungen zu arbeiten.

Fazit: Das Ziel, Mechanismen fir die Resistenzerosion von PIWI-Reben zu finden, wurde erreicht.

V. Diskussion

Problemstellung. Fir den Okologischen Weinbau stellt die Kontrolle von mikrobiellen Pathogenen eine grofRe
Herausforderung dar, weil die in Europa domestizierte Kulturrebe evolutionar nicht an die erst im 19. Jahrhundert
eingeschleppten Pathogene (Phylloxera, Falscher Mehltau, Echter Mehltau, Schwarzfaule, um nur einige zu nennen)
angepasst ist. Im Grunde kann man Vitis vinifera als friihes Opfer der Globalisierung betrachten. Da konventionelle
Fungizide als Werkzeug nicht zur Verfligung stehen, wird derzeit stark mit Kupferpraparaten gearbeitet (gerade auch
im Vorjahr zu beobachten). Dies ist alles andere als 6kologisch und nachhaltig, weil Kupfer als Schwermetall sich in
den Boden anreichert und dort die Bodenflora und —fauna (etwa die Regenwiirmer) stark beeintrdchtigt. Als
Alternative haben sich beginnend mit den 90er Jahren des vorigen Jahrhunderts sogenannte PiWi-Reben als
wirksamer Ansatz etabliert. Hier wurden in einem langwierigen Kreuzungs- und Riickkreuzungsprogramm, das sich
Gber viele Jahrzehnte erstreckte, Resistenzfaktoren aus nordamerikanischen Wildreben Gber Introgression in vinifera
eingefihrt, um natirliche Resistenz und gute Weinqualitdt miteinander zu verbinden. Dies ist im Grunde eine
Erfolgsgeschichte und erlaubt eine substantielle Reduktion des chemischen Pflanzenschutzes. Freilich hat diese
Erfolgsgeschichte ein Verfallsdatum, weil inzwischen neue Pathogenstimme beobachtet werden, die diese Resistenz
zu Giberwinden vermdgen. Aus evolutiondrer Sicht ist dies keine Uberraschung, da man mit einer sehr begrenzten
Zahl von Resistenzfaktoren gearbeitet hat — im Wesentlichen sind es bei den kommerziell relevanten PiWi-Reben
jeweils ein Locus fiir den Falschen und den Echten Mehltau. Wenn der Selektionsdruck auf das Pathogen erhoht wird,
weil die Anbauflachen zunehmen, steigt damit auch die Wahrscheinlichkeit, dass sich neue Stdmme etablieren, die
iber verstarkte oder beschleunigte Bildung von Effektoren die Resistenz des Wirts tiberwinden. Fiir die seit einigen
Jahren neu aufgetretene Schwarzfaule sieht das nicht viel anders aus (auch hier kennt man bislang nur einen Locus,
der freilich noch nicht in kommerziellen vinifera Sorten zur Verfligung steht). Vor allem von biodynamisch
arbeitenden Winzern wird durchaus auch kritisch gesehen, dass man bei der Ziichtung der PiWi-Reben mehrfach
natlrliche Artbarrieren lberschritten hat, weil die Resistenzloki aus (amerikanischen) Wildreben stammen und in
vinifera eingefihrt wurden.

Ansatz. Um fiir die oben dargestellten Limitierungen der gangigen PiWi Reben neue Alternativen zu entwickeln,
stellten wir in unserem Projekt die Europaische Wildrebe (V. vinifera sylvestris) in den Mittelpunkt. Durch ein
vorangegangenes, von der BLE gefordertes Projekt, war im Botanischen Garten des KIT eine einmalige Sammlung von
sylvestris entstanden, die nach heutigem Kenntnisstand die komplette in Deutschland noch vorhandene genetische
Diversitat fur diese Art abbildet. Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass einige dieser Wildreben eine Teilresistenz
gegen Falschen und Echten Mehltau, aber auch gegen Schwarzfdule aufwiesen. Da diese Art, ebenso wie unsere
Kulturrebe, keine koevolutiondre Geschichte mit diesen in Nordamerika beheimateten Pathogenen aufweisen
konnte, musste diese Teilresistenz auf anderen Mechanismen beruhen als die Resistenzen, die man bei den PiWi-
Reben bisher nutzt. Gleichzeitig handelt es sich bei der Europdischen Wildrebe um die Stamm-Mutter unserer
Kulturrebe, man wiirde also bei der Introgression von Resistenzfaktoren innerhalb der Artbarriere bleiben. Dadurch,
dass man andersartige Resistenzfaktoren nutzt, konnte man eine sogenannte Pyramidisierung durchfiihren — vor
allem eine Pyramidisierung, wo jeder Faktor fiir sich allein keinen allzu stringenten Selektionsdruck aufbaut (der
entstlinde erst in der Kombination), sollte evolutionar stabiler sein, weil das Pathogen keine einheitliche Anpassungs-
Richtung aufbauen kann.

Ziele. Im Rahmen des Projekts sollte die in Deutschland noch vorhandene genetische Diversitdt der Europaischen
Wildrebe fiir eine Nutzung erschlossen werden. Fiir interessante Genotypen sollten Kreuzungspopulationen
generiert werden, die dann Uber hochauflosenden Mikrosatelliten-Markern kartiert wurden. Durch die Korrelation
mit Merkmalen von Interesse sollte versucht werden, eine Zuordnung von genetischen Regionen zum jeweiligen
Merkmal zu erreichen. Bei der Auswahl der Pathogene stand die Schwarzfaule im Mittelpunkt, weil Gber diese in
Europa noch neue Krankheit viele Aspekte noch unbekannt sind. Hier ging es auch darum, relevante Merkmale zu
identifizieren, die als Ansatzpunkt fir eine Kontrolle der Schwarzfaule eingesetzt werden kénnen. Weiterhin sollte
untersucht werden, welche Mechanismen einer gesteigerten basalen Resistenz zugrundeliegen und mit welchen
Mechanismen neue Pathogenstamme in der Lage sind, die Resistenz der kommerziell bedeutsamen PiWi-Reben zu
Gberwinden.

Im Folgenden wird der Beitrag der Ergebnisse zu diesen Zielen kurz diskutiert.



V.1. Charakterisierung der sylvestris Population

Dieses Ziel war aufgrund der etwa 100 untersuchten Genotypen mit einer sehr umfangreichen Arbeitsleistung
verbunden. Hier entstanden im Laufe mehrerer Jahre sehr umfangreiche und tiber biologische Replika abgesicherte
Datensétze, die qualitativ sehr hochwertig und sehr detailliert sind:

e Blattanatomie und Morphologie

e Stomatadichte

e Infektionserfolg fiir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger des Falschen Mehltau
e Infektionserfolg fir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger des Echten Mehltau

e Infektionserfolg fir kontrollierte Inokulation mit dem Erreger der Schwarzfaule

e  Muster und Pegel verschiedener Stilbene fiir Aktivierung durch einen UV-Puls

e Genetische Kartierung mithilfe hochauflésender Mikrosatelliten

Der Wert einer genetischen Ressource steigt mit dem Wissen, was liber diese Ressource zur Verfligung steht.

Natdrlich gibt es auf der Welt zahlreiche Sammlungen von vinifera Sorten, aber auch Vitis-Wildarten, aber mir ist
keine andere Sammlung bekannt, die in dieser Detailscharfe und vor allem vergleichend durchcharakterisiert wurde.
Die Tatsache, dass man an ein und derselben Pflanze verschiedene Parameter erhoben hat, erlaubt es, diese
Parameter miteinander in Beziehung zu setzen.

Fir alle betrachteten Parameter fanden sich innerhalb der Population relativ groRe Variationsbreiten, was bei einer
vom Aussterben bedrohten Art alles andere als selbstverstandlich ist. Ein Vergleich der in dieser Population
vorhandenen Mikrosatelliten-Allele mit publizierten Daten anderer europdischer Populationen zeigt, dass die
Ketscher Population sowohl ,typisch westliche” als auch ,typisch 6stliche” Allele beherbergt, was méglicherweise
damit zu tun hat, dass die Ausbreitung in Europa nach der letzten Eiszeit von zwei Refugien (einem im Rhénedelta
und einem in der Kaukasusregion) entlang der grofRen Flisse erfolgte, so dass sich diese genetischen Strdnge in
Mitteleuropa, wo die groRen Wasserscheiden liegen, mischen konnten (Nick 2014).

Da bei der Datenerhebung groRer Wert auf eine quantitative Darstellung gelegt wurde, sind die oben gelisteten
Datensdtze nicht nur qualitativer Natur, sondern erlauben auch einen statistischen Zugang, z.B. mit genetischen
Informationen (Mikrosatelliten). Damit lieRen sich genetische Verwandtschaft und (morphologische oder chemische)
Ahnlichkeit in Beziehung setzen. Dabei zeigte sich jedoch, dass dies auf der Ebene der Gesamtpopulation nur relativ
locker verknlpft ist — es ware also naiv, ,das Gen fiir Stomatadichte” oder ,,das Gen fiir Schwarzfauleresistenz” zu
finden, die betrachteten Merkmale sind samtlich polygen. Eine Korrelation lief sich allenfalls auf der Ebene einzelner
Sippen nachweisen oder dann, wenn man Merkmalskombinationen anschaut. Beispielsweise waren Stomatadichte
und Resistenz gegen Falschen Mehltau (dieses Pathogen dringt liber die Stomata ein) nicht signifikant korreliert,
wenn man die Gesamtpopulation im Pool betrachtete. Wenn man jedoch Stilbengehalt und Stomatadichte in zwei
Gruppen (jeweils hoch und niedrig) miteinander in Beziehung setzte, zeigte sich, dass fiir die Genotypen, die nicht
durch einen hohen Stilbengehalt ohnehin schon teil-resistent waren, eine geringer Stomatadichte durchaus zu einer
signifikant verringerten Anfalligkeit flihrte (Duan et al. 2015). Genau solche Merkmalskombinationen sind ja fiir eine
Pyramidisierungsstrategie interessant.

Man muss freilich auch ganz offen sagen, dass eine genetische Kartierung solcher Merkmalskombinationen nur dann
zum Ziel fihrt, wenn man groRe Populationszahlen zur Verfliigung hat. Dies ist bei einer Wildart, die vom Aussterben
bedroht ist, natiirlich nicht der Fall. Alternativ kdnnte man dies mithilfe von Kreuzungspopulationen angehen. Dies
wurde versucht, war aber aufgrund von witterungsbedingten Widrigkeiten in den ersten Projektjahren nicht
erfolgreich. Das Ziel, eine fur quantitative Genetik ausreichend groRe Kreuzungspopulation zu etablieren, konnte
nicht zum geplanten Zeitpunkt erreicht werden, sondern erst im dritten Projektjahr. Diese Kreuzungspopulation
konnte im Rahmen dieses Projektes zwar leider nicht mehr genutzt werden, bietet aber nun wertvolles und
umfangreiches Material fir kiinftige Projekte.

V.2. Aufklarung von Zielstrukturen fiir die Kontrolle der Schwarzfaule

Auch dieser Projektteil nahm einen grofRen Teil der Aktivitaten ein. Da sich dieses Pathogen Uber einen relativ langen
Zeitraum entwickelte, standen bei Projektbeginn keine minimal invasiven Testsysteme zur Verfligung, wie sie etwa
fir den Falschen Mehltau (hier wird in der Regel mit ausgestanzten Blattscheiben gearbeitet) tblich sind. Die
Quantifizierung der Anfélligkeit war daher ein sehr arbeitsintensives Unterfangen, was dann aber mit validierten
Daten (iber die gesamte Wildrebenpopulation hinweg abgeschlossen werden konnte.
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Gleichzeitig konnten in einer Kombination aus mikroskopischen Analysen, verschiedenen histochemischen Tests und
in-vitro Versuchen neue und detaillierte Einblicke in die Biologie dieses noch recht unbekannten Erregers gewonnen
werden:

Besonders wichtig ist hier der Befund, dass wahrend der biotrophen Phase Pectine aus der Zellwand des Wirts als
Kohlenstoffquelle genutzt werden. Da diese Pectine im Laufe der Blattentwicklung zunehmend modifiziert werden,
sind sie fur den Pilz immer weniger aufschlieBbar und dies bildet unserer Ansicht nach den Mechanismus fur die
beobachtete ausgepragte Altersresistenz des Schwarzfaulebefalls.

Hier zeigt sich bei den Wildreben auflerdem ein interessanter Zusammenhang mit dem Blattwachstum. Die Blatter
der untersuchten Wildreben expandieren Uber einen kiirzeren Zeitraum als etwa die Blatter der Kultursorte Miiller-
Thurgau (in der Tat sind die Blatter fast aller sylvestris Akzessionen deutlich kleiner als die Blatter von Kulturreben),
was mit einer friiheren Modifizierung der Pektine korreliert (modifizierte Pektine flihren zu einer reduzierten
Expansibilitat der Zellwand, also zu einer Arretierung des Wachstums). Die Teilresistenz mancher Wildreben kénnte
also einfach mit einem veranderten Zeitmuster des Blattwachstums in Verbindung stehen. Umgekehrt ware zu
fragen, ob man Kultursorten mit geringerer Blattexpansion hinsichtlich einer etwaigen besseren Resistenz gegen
Schwarzfaule untersuchen sollte.

Neben diesem quasi praformierten Resistenzmechanismus lieRen sich aber auch die Aktivierung von Ereignissen der
basalen Immunitdt nachweisen, etwa eine Alkalinierung der Zellwand (was die Aktivierung eines Calcium-Influx-
Kanals anzeigt, der Protonen kotransportiert und als friihester Schritt der basalen Immunitat gilt), die Aktivierung
von Superoxid (vermutlich Gber die NADPH-Oxidase RboH) und die Aktivierung von Genen des Stilbenwegs (wichtigen
Phytoalexinen der Rebe) und die Bildung von Kallose um die Apressorien.

Es gibt also auch hier verschiedene Mechanismen, die zur Resistenz beitragen und genutzt werden kénnten.

Im Zuge dieser Untersuchungen gelang es auch noch, einen minimal-invasiven Test fiir Schwarzfaule-Anfalligkeit oder
—Resistenz zu entwickeln. Dabei wurde das Hyphenwachstum zu einem bestimmten Zeitpunkt der biotrophen Phase
Gber Anilinblau sichtbar gemacht und vermessen. Dies lasst sich in Blattscheiben durchfiihren und stellt fur die
weitere Untersuchung dieses Pathogens eine grofRe methodische Erleichterung dar.

V.3. Basale Immunitat als Ziichtungsziel

Die pflanzliche Immunitéat ist aus (mindestens) zwei Schichten aufgebaut. Die basale Immunitat wirkt oft gegen eine
ganze Klasse von Pathogenen und ist im Grunde bei allen Pflanzen ausgebildet, wahrend die effektorvermittelte
Immunitat (ETI) oft nur gegen ein bestimmtes Pathogen wirkt und auf einer langen, koevolutiven Geschichte von
Wirt und Pathogen beruht (die Gen-fiir-Gen-Hypothese der klassischen Phytopathologie wird inzwischen als ETI
beschrieben). Da Abwehr und Wachstum miteinander um Energieressourcen in Konkurrenz stehen, fiihrte die
Domestizierung durch den Menschen bei vielen Kulturpflanzen zu einem fortschreitenden Verlust dieser basalen
Immunitat, weil zu einseitig (unbewusst) auf schnelles Wachstum, groRe Friichte, Zuckerakkumulation in den
Friichten und dhnliche Merkmale hin selektiert wurde. Wilde Verwandte unserer Kulturpflanzen, sogenannte Crop
Wild Relatives, sind daher als Resistenzquellen interessant, weil hier die urspriinglichen Mechanismen der basalen
Immunitdt noch wirksam sind.

Wir konnten im Laufe des Projekts an zwei Beispielen eine solche bessere basale Immunitat bis in die molekularen
Mechanismen hinein darstellen. In beiden Féllen handelte es sich um eurasische Wildreben, die keine koevolutive
Geschichte mit dem jeweiligen Pathogen aufwiesen, aber dennoch eine Teilresistenz zeigten. In beiden Fallen wurden
hohere Pegel von Stilbenen gebildet und dies bildet vermutlich die Ursache fiir die Resistenz. Interessanterweise kam
diese verbesserte Aktivierung der Stilbenbildung auf véllig unterschiedlichen Wegen zustande:

Bei der sylvestris Akzession H629 konnte die starkere Induktion von Stilbenen auf ein Fragment im Promotor des
Transkriptionsfaktors MYB14 zuriickgefiihrt werden, das in vinifera fehlt. Das Wildrebenallel dieses Promotors
vermittelt eine Verdopplung der Aktivierung. Gesteuert wird diese Aktivierung Uber einen Signalweg, der iber einen
Calciumeinstrom, die Aktivierung der NADPH-Oxidase RboH, eine MAP-Kinasekaskade und die Akkumulation von
Jasmonsaure verlauft, also Uber die Schritte, die fur die basale Immunitat charakteristisch sind. Hingegen ist
Salicylsdure (ein zentrales Element bei der hypersensitiven Reaktion, wie sie bei ETI beobachtet wird) wirkungslos.
Die verstarkte Aktivierung von MYB14 resultiert dann in einer verstarkten Aktivierung der Stilbensynthase und der
Akkumulation von bioaktiven Stilben-Aglykonen wie Resveratrol und Viniferinen (Duan et al. 2016).

Bei der chinesischen Wildrebe V. pseudoreticulata ist es hingegen der Promotor der Stilbensynthase selbst, der ein
bei vinifera fehlendes Motiv aufweist. Auch hier sind es die Schritte der basalen Immunitat, die aktivierend wirken.



Im Gegensatz zu H629 wurde hier aber die Aktivierung durch Jasmonsaure durch eine Aktivierung tber Salicylsdure
ersetzt, der Eingang ins System ist also ausgetauscht worden (Jiao et al. 2017).

Die Evolution war hier also erfinderisch, es fiihren viele Wege nach Rom und es gibt daher auch viele Moglichkeiten,
solche Mechanismen ziichterisch in Form einer Pyramidisierung zu nutzen.

Die Notwendigkeit fiir neue Resistenzquellen, selbst fir Pathogene, die durch die gdngigen PiWi-Reben schon
addressiert werden, ergibt sich durch die inzwischen schon zu beobachtende Erosion der Resistenz gegen den
Falschen Mehltau. Diese Resistenz wird durch den genetischen Faktor Rpv3 (Resistance against Plasmopara viticola
3) hervorgerufen und wir untersuchten das Verhalten von Einzelsporangien-Linien, die auf der PiWi-Rebe ,Regent’
isoliert worden war. Wir konnten zeigen, dass dieser Stamm tatsachlich die Resistenz zu brechen vermag. Dies
korreliert mit einer mit einer schnelleren und starkeren Bildung von Effektoren (RFLX1, crinkler) auf der Seite des
Pathogens, was auf der Wirtsseite eine verzogerte Aktivierung von Metacaspase 2 und 5 zur Folge hat, wodurch die
hypersensitive Reaktion nicht effizient ausgeldst werden kann. Es ist zu erwarten, dass solche Stamme sich ausbreiten
werden, da die derzeit zugelassenen PiWi-Reben alle diesen Resistenzfaktor nutzen.

VI. Nutzen und Verwertbarkeit

Im Wesentlichen hat das Projekt zu vier Ergebnissen gefiihrt:

Ergebnis 1: eine detaillierte phanotypische und genotypische Kartierung der in Deutschland noch vorhandenen
sylvestris Diversitdt. Diese Sammlung gewinnt dadurch an Wert auch fir die Kartierung weiterer Merkmale
(holzzerstorende Pilze, Oberflaichenwachse, Lockerbeerigkeit, um nur einige zu nennen). Generell ist zu bemerken,
dass es weltweit keine sylvestris Sammlung gibt, die hinsichtlich Umfang und Untersuchungstiefe auch nur annghernd
vergleichbar ware. Inspiriert durch unsere Arbeiten haben inzwischen Kollegen in Tunesien damit begonnen, dortige
sylvestris Genotypen hinsichtlich von Nutzungsmoglichkeiten zu untersuchen (bilaterales BMBF Projekt mit dem
Partner KIT).

Ergebnis 2: eine inzwischen ausreichend groRe Kreuzungspopulation fiir zwei sylvestris Genotypen mit den vinifera
Sorten 'Augster Weiss' bzw. 'Weilburgunder'. Diese Kreuzungspopulation kann nun fiir genauere genetische
Kartierungen der in dieser Studie untersuchten Merkmale (aber auch weiterer Merkmale) eingesetzt werden, um so
interessante Loci bei sylvestris einzugrenzen.

Ergebnis 3: eine detaillierte Analyse des Infektionsgeschehens bei der Schwarzfaule und der Identifizierung eines
wichtigen Schliusselfaktors (Modifizierung von Zellwandpektinen), der genetisch (also ziichterisch) beeinflussbar ist.

Ergebnis 4: einen Einblick in die Mechanismen der Resistenzerosion fiir Rpv3 als zentralem Faktor bei den PIWI-
Reben, aus dem sich klare Schlussfolgerungen fiir Resistenzmanagement und strategische Entscheidungen fiir die
Resistenzziichtung einer neuen Generation von PIWI-Reben ableiten lassen.

Zu einer moglichen Verwertbarkeit dieser Ergebnisse lasst sich momentan folgendes sagen:

Im Rahmen eines nur wenige Jahre dauernden Projekts ist das langfristige Ziel, eine biologische Kontrolle der
Schwarzfaule als Alternative zum Einsatz von Kupfer, nicht zu erreichen, da schon die Dauer einer Generation die
Dauer dieses Projekts libersteigt. Dennoch sind einige Ziele erreicht worden, die mittelfristig verwertbar sind:

Fir zwei der Wildreben, H629 und Ke83, liegen nun inzwischen umfangreiche Kreuzungspopulationen vor und
werden am JKI hochgezogen. Hier kann man, wenn die 2015 etablierte Kreuzungspopulation herangewachsen ist,
nun die genetischen Faktoren hinter der erhdhten Stilbeninduktoin kartieren und spater in einen vinifera Rezeptor
rickkreuzen.

Die im Laufe dieses Projekts gewonnenen Erkenntnisse zu Pathogenese und Biologie der Schwarzfdule lassen sich
dagegen schon zeitnah verwerten: Der gefundene Zusammenhang zwischen Pektinmodifikation, Zeitmuster der
Blattexpansion und Schwarzfaule-Teilresistenz kann dazu eingesetzt werden, Kultursorten zu screenen, um hier
Empfehlungen fiir Gebiete auszusprechen, in denen die Schwarzfaule ein Problem darstellt. Weiterhin lasst sich der
im Projektverlauf entwickelte minimal invasive Test dazu einsetzen, die Vorhersagekraft der ersten web-basierten
Modelle fur die Schwarzfaule (http://www.vitimeteo.de/blackrot/) zu verbessern.

Generell gilt, dass neue Resistenzfaktoren ein hohes Marktpotential besitzen, weil die Reduktion des Aufwands fur
chemischen Pflanzenschutz und die Suche nach Alternativen fiir den Einsatz von Kupfer im 6kologischen Weinbau
auch mittelfristig von groBer Bedeutung sein werden. Die bei den derzeit auf dem Markt befindlichen PiWi Sorten zu
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beobachtende Resistenzerosion durch neue Pathogenstamme erhoht gleichzeitig den Druck, neue Resistenzfaktoren
zu finden und zichterisch zu nutzen. Aufgrund der langen Generationsdauer der Weinrebe, ist es jedoch schwierig,
einen Zeithorizont konkret zu beziffern. Von der Entdeckung des der Peronospora-Resistenz in amerikanischen Reben
bis zur Zulassung der ersten PiWi-Sorten vergingen mehrere Jahrzehnte. Die praktische Verwertung in Form von
neuen Qualitdtssorten mit hoher Resistenz wird durch die Anwendung der marker-assistierten Ziichtung jedoch
enorm beschleunigt.

VII. Gegeniiberstellung geplante und erreichte Ziele, weiterfithrende Fragen

Das Vorhaben hatte folgende Ziele

1. Ausfiihrliche Kartierung der sylvestris Sammlung hinsichtlich Resistenzen gegeniber den Erregern von
Schwarzfaule, Falschem Mehltau und Echtem Mehltau, aber auch hinsichtlich von morphologischen und chemischen
Merkmalen mit genetischen Markern, die mit diesen Resistenzen in Zusammenhang stehen, um dies spater
zlichterisch nutzen zu kénnen (markergestitzte Kreuzung).

2. Zelluldre Analyse des Infektionsgeschehens bei Guignardia bidwelli, dem Erreger der Schwarzfdule, um so
Zielstrukturen fiir die Entwicklung von Resistenzen gegen Schwarzfadule zu identifizieren.

3. Etablierung einer Kreuzungspopulation aus interessanten sylvestris Kandidaten und Kulturreben

4. Einblick in die Steuerung der basalen Immunitat bei nichtamerikanischen Wildreben, um die momentan in PIWI-
Reben genutzten Resistenzen auf Effektor-getriebener Immunitat erganzen zu kénnen.

5. Untersuchung der Resistenzerosion von PIWI-Reben gegen Falschen Mehltau, um Einblicke in die gerade auch im
letzten Jahr beobachtete Resistenzerosion von PIWI-Reben zu gewinnen.

Von diesen Zielen konnten erreicht werden:

1. Ausfiihrliche Kartierung der sylvestris Sammlung, wobei aufgrund der geringen PopulationsgréfRen die Korrelation
zwischen Merkmal und genetischen Markern im Projektrahmen nicht etabliert werden konnte.

2. Zellulédre Analyse des Infektionsgeschehens bei Guignardia bidwelli, dem Erreger der Schwarzfaule bis hin zur
Idenfizierung molekularer Ziichtungsziele (Pektinmodifikationen)

3. Etablierung einer Kreuzungspopulation aus interessanten sylvestris Kandidaten und Kulturreben wurde aufgrund
widriger Witterung erst verspatet (2015) moglich, damit ist dieses Ziel im Projektrahmen nicht mehr nutzbringend
einsetzbar, bildet aber fiir kiinftige Untersuchungen eine wertvolle Ressource.

4. Einblick in die Steuerung der basalen Immunitat konnte an zwei Beispielen fiir nicht-amerikanische Wildreben bis
in die molekularen Mechanismen hinein erreicht und hochrangig publiziert werden.

5. Untersuchung der Resistenzerosion von PIWI-Reben gegen Falschen Mehltau mithilfe von Einzelsporangienlinien
identifizierte die Expressionspegel von Effektoren der RXLR und crinkler Klasse als Zielstruktur fir die
Resistenzerosion.

Fazit:

Trotz des begrenzten Zeitrahmens dieses Projekts, konnten vier der fiinf selbstgesteckten Ziele erreicht werden.
Aufgrund der langen Entwicklungsdauer der Weinrebe ware eine zlichterische Vorbereitung im Rahmen der
Projektlaufzeit nur unter optimalen Bedingungen und selbst dann nur im Ansatz moglich gewesen. Da das Kreuzen
von sylvestris nicht trivial ist und auch witterungsbedingte Widrigkeiten in den ersten zwei Projektjahren den Erfolg
zunichtemachten, war Block 3 nicht erfolgreich. Dafiir konnten Block 2 und 4 erfolgreicher entwickelt werden als
zunachst zu vermuten war. Insgesamt hat das Projekt zwei groRe Erfolge gezeitigt:

A. Die in Deutschland vorhandene genetische Diversitat der Europadischen Wildrebe wurde hinsichtlich der Resistenz
gegen drei wichtige Rebkrankheiten, der Bildung von Abwehrstoffen und informativer Mikrosatellitenmarker in
groRer Detailtiefe erschlossen.



B. Mit qualitativ hochwertigen Daten konnten wichtige Einblicke in das Infektionsgeschehen der Schwarzfaule
gewonnen werden. Damit gelang es, Pektinmodifikationen in der Zellwand des Wirts als molekularen Schlissel fiir
die Resistenz gegen Schwarzfaule zu identifizieren.

Weiterfiihrende Fragen:

Derzeit wird die sylvestris Population in groBem Umfang liber Next Generation Sequencing durchsequenziert. Hierfiir
hat die Chinesische Akademie der Wissenschaften mehrere Millionen € zur Verfligung gestellt. Die Daten aus dieser
Sequenzierung werden den Wert dieser Sammlung stark erhdhen, weil damit auch andere Fragestellungen zuganglich
werden. Derzeit wird im Rahmen einer Promotion (Xinhuang Ge) die Bildung von Oberflachenwachsen untersucht,
weil diese den Infektionserfolg von Falschem und Echtem Mehltau stark beeinflusst, aber auch fir das Abtrocknen
von Blattern und Beeren (zum Beispiel in Hinblick auf Botrytis) wichtig ist.

Fir die Teilresistenz mancher Wildreben gegen Schwarzfdule scheint das zeitliche Muster der Pektinmodifikation
wichtig zu sein. Die hier involvierten Enzyme sind teilweise identifiziert und aufgrund des Rebengenom-Projekts auch
molekular zugénglich. Es bietet sich daher an, die Expressionsmuster dieser Enzyme zu charakterisieren und zu
untersuchen, ob bei den Wildreben hier, dhnlich wie es im Falle von H629 und V. pseudoreticulata beobachtet wurde,
unterschiedliche Promotorstrukturen vorliegen. Daraus lieBen sich unter Umstanden Sonden entwickeln, womit man
bei Wildreben, aber auch bei Kultursorten nach Genotypen mit einer gilinstigeren Pektinmodifikation suchen kénnte.

VIll. Zusammenfassung

Zur Bekdampfung der Schwarzfaule werden im 6kologischen Weinbau nach wie Kupfer- oder Schwefelpraparate
eingesetzt. Als Alternative sollte das Potential der Europaischen Wildrebe (Vitis sylvestris) fiir die Resistenzzlichtung
untersucht werden. Damit wiirde zum einen die natlrliche Artbarriere respektiert und neue Resistenzquellen fir
eine nachhaltige Pyramidisierung erschlossen. Grundlage war eine im Rahmen des BLE-Projekts
,Uberlebenssicherung der Wildrebe in den Rheinauen durch gezieltes in-situ Management” im Botanischen Garten
des KIT etablierte Sammlung von V. sylvestris, die nach derzeitigem Kenntnisstand die in Deutschland fiir diese Art
noch vorhandene genetische Diversitat vollstandig abbildet. In dieser Sammlung waren Hinweise auf Resistenzen
gegen die Rebenkrankheiten Falscher Mehltau, Echter Mehltau und Schwarzfaule entdeckt worden.

Diese Population wurde sehr detailliert in Bezug auf Resistenz gegeniiber Schwarzfaule, Falschem Mehltau, Echtem
Mehltau, anatomischen (zum Beispiel Stomatadichte) und chemischen Merkmalen (Stilbenpegel und —profile), aber
auch genetisch mit 5-10 hochauflésenden Mikrosatellitenmarkern je Chromosom kartiert.

Weiterhin wurden fiir die Schwarzfaule viele Aspekte der Infektion aufgeklart. So konnte gezeigt werden, dass
wahrend der biotrophen Phase der Pilz unterhalb der Cuticula entlang der Zellwdnde wachst, ohne in die Zellen
einzudringen. Wahrend dieser Phase werden Pektine aus der Zellwand des Wirts als Nahrungsquelle genutzt. Erst
nach zehn Tagen beendet er diese Phase und wachst dann dreidimensional durch das Blatt hindurch, um sexuelle
Formen zu bilden. Einige sylvestris Genotypen wiesen eine Teilresistenz auf, die mit einer beschleunigten Auspragung
der Altersresistenz zusammenhangt. Hier konnte eine Korrelation mit Modifikationen der Pektine gezeigt werden,
die zeitgleich mit der Verlangsamung der Blattexpansion mit Monolignolen (Feroyl-Reste) verknipft werden,
wodurch diese als Kohlenstoffquelle nicht mehr gut aufgeschlossen werden kdnnen. Diese Altersresistenz stellt ein
interessantes Ziel fiir die Resistenzziichtung dar. Weiterhin wurde ein minimal invasives Testsystem entwickelt, mit
dem die Anfalligkeit verschiedener Reben in einem friihen Stadium anhand der Hyphenverzweigung quantifiziert
werden kann.

Fir zwei interessante (stilbenreiche) sylvestris Genotypen konnten nach anfanglichen, witterungsbedingten
Schwierigkeiten, umfangreiche Kreuzungspopulationen mit vinifera erzeugt werden. Diese konnten schon teilweise
hinsichtlich der Segregation von Stilbengehalten charakterisiert werden.

Fir eine dieser Wildrebeneltern, konnte ein bei Kulturreben fehlendes Stlick im Promotor des Transkriptionsfaktors
MYB14 entdeckt werden. Mithilfe von Promotor-Reporter-Tests konnte gezeigt werden, dass das Wildreben-Allel
von MYB14 durch Signale der basalen Immunitat doppelt so stark aktiviert wird wie das Kulturreben-Allel. Da MYB14
Stilbensynthase, das Schliisselenzym der Stilbenbildung, aktiviert, konnte so eine Arbeitshypothese fiir die erhéhten
Stilbenpegel und die erhdhte Pathogenresistenz dieses Genotyps entwickelt werden. Dies zeigt, dass eine
wirkungsvollere basalen Immunitdt alternativ oder (lber eine Pyramidisierung) ergdnzend mit den aus
amerikanischen Wildreben in sogenannte PiWi-Reben eingekreuzten Resistenzfaktoren nutzbringend eingesetzt
werden kénnten. Ein weiterer genetischer Faktor, der die basale Immunitdt (in diesem Fall gegen den Echten
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Mehltau) stimulieren kann, wurde in einem Allel des Stilben-Synthase-Promotors selbst entdeckt und funktionell
analysiert. Dieses Allel stammt aus einer chinesischen Wildrebe.

In einem weiteren Projektteil wurde die seit einigen Jahren zu beobachtende Erosion der Resistenz von PiWi-Reben
gegen den Falschen Mehltau untersucht. Mithilfe eines genetisch definierten Einzelsporangien-Stamms von P.
viticola, der auf PiWi-Reben wachsen kann, konnte nachgewiesen werden, dass eine schnelle und starke
Hochregulation der Pathogen-Effektoren RXLR1 und crinkler mit einer Umgehung der durch den aus amerikanischen
Wildreben stammenden Lokus Rpv3 (der fiir die Resistenz fast aller gdngigen PiWi-Reben ursachlich ist) umgangen
werden kann. Diese Befunde machen noch einmal deutlich, dass weitere und neue Resistenzfaktoren notig sind, um
den Erfolg der PiWi-Reben fir den 6kologischen Weinbau auch nachhaltig sichern zu kénnen.

Das Projekt legt damit die Grundlage fir die ErschlieBung unserer heimischen Wildrebe V. sylvestris als genetische
Ressource fir den nachhaltigen Weinbau der Zukunft.
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2.4. Versuchsdurchfithrungen: Morphologie-Analyse

2.4.1. Fluoreszenzmikroskopie Praparatherstellung

Ein Herstellungsdurchlauf umfasste meist 30 Fixieransatze, zu je 1,2 ml, weshalb
meist 40 ml Fixierlosung hergestellt werden musste. Die Fixierlésung wurde nach
folgendem Schema jeweils mehrmals frisch zubereitet.

(Alle verwendeten Chemikalien sind im Anhang unter 6.4.1. Materialauflistung erfasst)

Abwiegen der folgenden Reagenzien fir 40ml End-L6sung:
+ 1,6 g Paraformaldehyd (= 4 % in der fertigen Losung)
* 45,65 mg EGTA (= 3 mmol/l in der der fertigen Losung)
*+ 60,47 mg PIPES (= 50 mmol/I der fertigen Losung)

Es wurden 20 ml destilliertes Wasser zugegeben. Die Losung wurde langsam unter
standigem Riuhren auf 70 °C erwarmt. Der pH-Wert wurde mit 1M Natriumhydroxid-
Lésung auf pH = 6,9 eingestellt, so I6sten sich die eingewogenen Chemikalien und die
Losung wurde klar. Danach wurde jeweils auf das Endvolumen von 40 ml mit
destilliertem Wasser aufgefullt.

Zusatzlich wurden 120ml PIPES-Waschlosung wie folgt hergestellt:

+ Abwiegen von 181,41 mg PIPES (= 50 mmol/l in der Waschlésung)
Es wurde mit destilliertem Wasser auf 120 ml aufgefillt; durch leichtes Rihren und
Erwarmen loéste sich das eingewogene PIPES. Fir den Erwarmungsschritt konnte
jeweils die Restwarme der Heizplatte von der Herstellung der Fixierldsung ausgenutzt
werden.

Von den Versuchsblattern wurden jeweils ca. 15, etwa 0,5 cm lange und 2 mm breite
Rechtecke, auf einer Wachsplatte mit ein paar Tropfen Fixierlésung betraufelt,
ausgeschnitten und in passend beschriftete 1,5ml-EppendorfgefaBe gegeben. In
jedem GefaBB war 1,2 ml Fixierlosung vorgelegt. Die GefaBe wurden geschlossen alle
10 min vorsichtig invertiert. Nach 40 min Einwirkungszeit der Fixierldsung auf die
Blattstickchen wurde die Loésung abgenommen und sofort durch 1 ml der
Waschlésung ersetzt. Die Waschlésung wurde jeweils pro Ansatz dreimal ersetzt, bei
einer Waschzeit von je 10 min und mehrmaligem Invertieren.
Zur Entwasserung, wurden die Blattstlickchen wie folgt inkubiert:
Je ca. 1 ml pro GefaB:

* 30 % Ethanol fir 30 min

* 50 % Ethanol fir 30 min

e 70 % Ethanol fir 30 min

* 90 % Ethanol fir 30 min

* 100 % Ethanol fir 30 min

Die Blattstiickchen wurden an das Einbettungsmedium gewdhnt und deshalb wie folgt
behandelt: Je 1 ml pro Gefa3:

* 25 % LR White in Ethanol Gber Nacht

« 50 % LR White in Ethanol flr 4 Stunden

* 75 % LR White in Ethanol fir 4 Stunden

* 100 % LR White Uber Nacht

*+ 100 % LR White fiir 4 Stunden
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Die EppendorfgefaBe wurden wahrend der Gewohnungsschritte auf einem
Probenrotator befestigt, um zu gewahrleisten, dass die Blattstlickchen gleichmaBig
und vollstandig mit dem Einbettungsmedium infiltriert werden.

]

Blattstlickchen

)YM ¥ sabissnyy

Beschriftungsetikett
einklemmen

Bissn|J

b=

Gelatinekapsel

21YM Y

(/5.

LR White gefiillte
Kapselhdlften zusammenfihren leicht schrége Lage

’ ' -> Luftblase an einem Ende

O >G>

Durch festes Zusammendricken
schnappen die Kapselhalften Gber eine Falz ineinander.
Luft entweicht, sodass nur eine kleine Luftblase zuriickbleibt

Abbildung 11: Schema zur Herstellung der Praparatkapseln

Im Einbettungsschritt wurden die Blattstickchen in das Festmedium LR White
eingegossen. Hierzu wurden von jedem Untersuchungsindividuum anfangs 6, spater 5
Blattstliickchen jeweils einzeln in die eine Halfte einer mit LR White gefillten
Gelatinekapsel gegeben. In jede Kapsel wurde ein kleines Kartonstiickchen, welches
mit der entsprechenden Vitis-Kennung beschriftet war, geklemmt. Jede Kapsel wurde
mit dem ebenfalls mit LR White geflllten Oberteil verschlossen, sodass die Kapsel
moglichst wenig Luft enthielt. Die verschlossenen Kapseln wurden so lange bewegt,
bis das Blattstliickchen der Lange nach in der Kapsel zu liegen kam. AnschlieBend
wurden sie auf einem Gitter platziert, so dass ein Ende der Kapsel leicht erhoht war
(siehe Abb.11).

Das Gitter mit den Kapseln wurde fur die Dauer von 40 Stunden bei 60 °C in einem
kleinen Heizofen aufbewahrt; so konnte das LR White polymerisieren.

Diese Versuchsschritte mussten mehrfach durchgefiihrt werden, da insgesamt 74
Pflanzen zu untersuchen waren. Zusatzlich wurden von einigen Pflanzen weitere
Praparate gemacht, wenn sie unter anderen Bedingungen aufwuchsen (z.B.
Schatten). Auch alte und junge Blatter sowie Ansatze mit hormoneller Behandlung,
wurden zu separaten Praparaten verarbeitet. Die Menge der verwendeten Chemikalien
blieb dabei immer gleich, da stets pro Herstellungsdurchlauf zwischen 25 und 30
Pflanzenansatze bearbeitet wurden.
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Es wurden Objekttrager mit Chromgelatine beschichtet. Hierflir wurden 110 mg
Gelatinepulver und 10 mg Kaliumchrom-(III)-sulfoxid in ein Becherglas gegeben, mit
destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt und die Loésung anschlieBend im
Mikrowellengerat aufgekocht. Danach wurden 50 Objekttrager zu 2/3 in die heiBe
Chromgelatine-Lésung eingetaucht und zum Trocknen hochkant aufgestellt. Die
getrockneten Objekttrager wurden in einem Objekttréagerstander aufbewahrt.

Hier mussten im Laufe der Versuchszeit mehrmals neue Objekttrager beschichtet
werden, da diese nicht lange haltbar sind und Uber 150 Stk. bendtigt wurden.

Fir die Semi-DUnnschnitte der Blatter mit dem Mikrotom wurden die fertig in LR
White eingebetteten Blattstiickchen zuerst von ihrer Gelatinekapsel-Hulle befreit.
AnschlieBend wurden die Kapseln mit einer scharfen Rasierklinge unter Zuhilfenahme
eines Binokulars an einem Ende getrimmt, so dass die spater erzeugten Schnitte
neben einem Blattquerschnitt mdglichst wenig umgebendes LR White aufwiesen.

ausgehartete Entfernen

Kapsel der Gelatinekapsel getrimmtes

Trimmen

Liicke im Praparat
durch Luftblase

Abbildung 12: Schema zur Bearbeitung der ausgeharteten Kapseln - Trimmungsanleitung

Weiterhin wurden mit dem
Messerbrechgerat (knive maker), Schnittkante des Glasmessers
geman Bedienungsanleitung und
Einstellungsvorschrift aus einem
Ultramikrotomie-Glasstab dreieckige mit Wasser befulit j
scharfkantige Glassticke gebrochen.

Die mit Wachs am Glasmesser

angebrachten LKB-Trufs (siehe Abb.
13) wurden mit Wasser befillt, in

diesem sammelten sich spater die Befestigungswachs
erzeugten Semi-Dlnnschnitte.

LKB-Truf

xR
|t i

Abbildung 13: Schema eines fertigen Glasmessers
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Von je drei bis fUnf ausgewdhlten LR White-Kapseln jeder zu untersuchenden Vitis-
Pflanze wurden Schnitte mit dem Glasmesser bzw. dem Diamantmesser nach
folgendem Schema gewonnen:
* 10 Schnitte zu 6 pm Dicke zur Erzeugung einer planen Schnittflache mit den
hergestellten Glasmesse; diese wurden verworfen
* 15 Schnitte mit 3 pm Dicke mit dem Diamantmesser, diese wurden gefischt und
weiter behandelt (siehe unten)
* 10 Schnitte zu 6 uym Dicke; diese wurden erneut verworfen - Versatzschritt um
neue Stomata zu schneiden.
* 15 Schnitte zu 3 pm Dicke; diese wurden wiederum gefischt
* Wiederholung der Schritte

Die 3um-Schnitte wurden jeweils mit einem Glasstab mit wachsbefestigter Wimper
vorsichtig von der Schnittkante des Messers weggezogen und danach mit einer Drahtdse
auf einen mit Chromgelatine beschichteten Objekttrager gegeben. Es wurde versucht,
Schnittfolgen zu erzeugen, indem die geschnittenen Scheibchen, als Band aneinander
hdngend, auf den Objekttrager Gbertragen wurden.

Um sicher zu gehen, mehrere verschiedene Stomata zu treffen, wurde jeweils der oben
aufgefihrte Versatzschritt durchgefiihrt, um im Praparat voranzukommen und neue
Stellen im Blatt zu erreichen.

Die Schnitte wurden, vorsichtig schwenkend iber der Flamme einer Ollampe, auf dem
beschichteten Objekttrager langsam eingetrocknet und durch die Gelatine darauf fixiert.
Durch die zugefihrte Warme entspannten sich einzelne, zuvor beim Schneiden gerollte
Schnitte und kamen plan auf dem Objekttrager zu liegen.

Fir die Farbung wurden die mit mit einem Diamantpen beschrifteten Objekttrager jeweils
mit Acridinorange Lésung betraufelt. Nach einer Einwirkungszeit von 22 min wurden die
Schnitte mit destilliertemm Wasser gewaschen und die Objekttrager vorsichtig
trockengeklopft. Zudem wurden diese (ber der Ollampe langsam und vorsichtig
getrocknet .Zuletzt wurden die Schnitte in Entellan® eingebettet. Dazu wurden mit einem
Zahnstoche, ein bis zwei kleine Tropfen Entellan® direkt auf die Schnitte gegeben und
jeweils ein Deckglas dariiber gelegt. Dieses wurde mit jeweils zwei kleinen Metall-
Gewichten zu etwa 15 g beschwert, damit sich das Entellan® gleichmaBig und ohne
Lufteinschluss unter dem Deckglas verteilte.

Vor der mikroskopischen Untersuchung ist es
notig, dass das aufgebrauchte Entellan®
vollstdandig erhartet ist. Die Prdparate wurden, um
nicht verfriht auszubleichen, mit einer Styropor-
Box abgedeckt und meist Uber Nacht oder
zumindest fur 5h stehen gelassen.

2.4.2. Mikroskopie

Alle  Praparatschnitte  wurden mit  einem
Epifluoreszenzmikroskop (siehe 6.4.2) auf die
Morphologie der Stomata hin untersucht, wobei
die Anregung des Acridinorange durch nahes UV-
Licht erfolgte. Von jedem zu untersuchenden
Individuum wurden mindestens 15 Stomata
identifiziert und von ca. 10 charakteristischen “ ;
Stomata mit der angeschlossenen Kamera Bilder ha.thsaCh“Ch gearbeitete wurde, um
die erstellten Fluoreszenzprdparate

aufgenommen. zu untersuchen

= 7 4
Abbildung 14: Photo des
Epifluoreszenzmikroskops, mit dem
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2.4.9. Auswertung der Daten:
Morphologie basierte Phylogenie

Alle Daten wurden in eine Excel-Tabelle eingetragen. Charakteristika, denen keine
konkret gemessenen GroBen zugewiesen werden konnten, wurden mit einem
Zahlencode bewertet. FlUr die Spalten, die die Blattform oder die Stomatamorphologie
beschreiben, wurden verschiedene Aussagen als Uberschriften ausgewahlt und eine
Zahl daflir eingetragen, wie zutreffend die Aussage war. Zum Beispiel wurde bei einer
Pflanze, die einen deutlichen runden Blattumriss aufweist, in der Spalte ,rundliches
Blatt" eine 0 eingesetzt. Null steht dabei flr: Aussage trifft voll und ganz zu. Es wurde
umgekehrt eine 4 eingesetzt, wenn die Aussage nicht zutrifft, das heiBt, die
phanotypische Auspragung, die in der beschreibenden Aussage erwahnt wird, konnte
nicht fir diese bestimmte Pflanze beobachtet werden.

Liste der Wertungen:

« ,0% bedeutet: Aussage trifft voll und ganz zu (Mehr als 50% der
Blatter/Stomata zeigen diese Auspragung)

+ 1" bedeutet: Aussage trifft teilweise zu und kann 6fters beobachtet werden, ist
aber nicht die reprasentative Form der Merkmalsauspragung (ca. 20 - 50 %
der Blatter/Stomata zeigen diese Auspragung)

+ ,2" bedeutet: Aussage trifft nur in Ausnahmefallen zu (weniger als 20% der
Blatter/Stomata zeigen diese Auspragung)

+ 4" bedeutet: Aussage trifft auf keine Beobachtung zu (keine der untersuchten
Blatter/Stomata zeigt diese Auspragung)

Fir die letzte Wertung wurde eine 4 statt einer 3 gewahlt, weil eine grdBere
Wertungsdistanz zwischen ,selten® und ,keine" zutreffende Beobachtung gemacht
werden sollte. Es wurde stets quantitativ gearbeitet und viele Blatter untersucht,
somit ist es wahrscheinlich, dass eine Pflanze, die eine bestimmte phanotypische
Auspragung bei meinen Beobachtungen nicht zeigte, auch nie zeigen wird. Es wird
angenommen, dass der Pflanze ganzlich die Méglichkeit fehlt diese Auspragung zu
bilden; sie sollte damit deutlicher von den anderen Pflanzen abgegrenzt sein, die dies
kénnen, egal wie haufig dies beobachtet werden konnte.

Dies ist vor allem wichtig, da die beobachtete Variabilitdat der Merkmalsauspragungen
bei Vitis vinifera sylvestris sehr groB ist und damit auch sehr unterschiedlich ausfallen
kann.

Neben dieser Bewertungsform flr nicht mathematisch erfassbare GréBen wurden
Messungen rund um Dichte und GroBe in konkreten Werten wie Durchschnitt, Median,
Quartilen, Maximum und Minimum eingegeben.

Zur Epidermisbeschreibung wurden neue Parameter eingefiihrt und Wertungszahlen
gesetzt. Fur die Verzahnung der unteren Epidermis und das Vorhandensein von
Cuticulastreifen auf der Blattunterseite wurden folgende Tafeln zur Bewertung
herangezogen. Jede untersuchte Pflanze wurde von ihrem Klebeabdruck nach diesen
Tafeln bewertet (Abb. 16).
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Verzahnungskategorien fir die Zellen
der unteren Epidermis: Beispiele

Definition(en): ,unverzahnt*

Wertung: 2

Definition(en): ,leicht verzahnt*
,schwach verzahnt®
,minimal verzahnt*

Wertung: 3
Definition(en): ,verzahnt”
,(gut) sichtbar verzahnt*
Jmittel verzahnt"

Wertung: 4
Definition(en): ,stark verzahnt*
,sehr deutlich verzahnt*

Bewertungsskategorien fiir Cuticulastreifen
Wertung: 1 der unteren Epidermis: Beispiele

Wertung: 0
Definition(en): ,sehr kurze kaum
sichtbare Cuticulastreifen - fast streifenfrei*

Wertung: 1
Definition(en): ,sichtbare, kirzere
Cuticulastreifen”

Wertung: 2
Definition(en): ,sichtbare, langere
und deutliche Cuticulastreifen”

Wertung: 3
Definition(en): ,sehr gut sichtbare, l&ngere
und sehr deutliche Cuticulastreifen”

Wertung: 5
Definition(en): ,sehr stark verzahnt”

Abbildung 16: Bewertungskategorien flir Stomataverzahnung und Cuticulasteifen der

unteren Epidermis
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Auswertung der Morphologie-Tabelle

Um aus der Excel-Tabelle eine Ubersicht der Ahnlichkeit und Distanzen der
untersuchten Pflanzen zu erhalten, wurde eine Distanzmatrix erzeugt. Aus dieser
Distanzmatrix wurde anschlieBend ein Stammbaum mit der Methode des Neighbor
Joinings, erstellt.

Zusatzlich wurde eine Form der Distanzmatrix-Visualisierung entwickelt, um sich
schnell einen Uberblick (ber bestimmte Distanzen der Untersuchungspflanzen zu
verschaffen.

In Zusammenarbeit mit Benedikt Miiller (Informatik-Student am KIT), konnte ein
Programm entwickelt werden: treegen, welches aus einer, als csv-Datei (=
kommagetrennte Werte) abgespeicherten Exel-Tabelle, eine Distanzmatrix sowie eine
Visualisierung dieser erzeugt. Darlber hinaus ist das Programm in der Lage, einen
Textoutput zu generieren, der als nwk abgespeichert, in dem Phylogenie-Programm
MEGA 5 einen Baum erzeugt.

Hier folgen nun Schematafeln, welche illustrativ zeigen, wie die Daten ausgewertet
wurden. Das Programm treegen von Benedikt Miller sowie eine weitere Anwendung
zur Visualisierung bereits errechneter Distanzmatrices ist auf der beigefiigten Daten-
DVD enthalten (DVD: Phylogenie, Datentabellenauswertung — Programme von
Benedikt Miller — treegen.html bzw. visualizer.html).
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r
Die Excel-Tabelle,von der ausgegangen wird,
muss folgendes Format haben:

A - In der ersten Spalte muss eine
Durchnummerierung eingefligt werden.
(beginnend bei 1 bis zu der Zahl, die der
Menge an aufgefiihrten Indviduen entspricht)
B - In der zweiten Spalte stehen die Individuen-
Kurzel bzw. Kennungen der Testpflanzen
A 2uin 2Durch verzmed warzmin verzmax vorzbureh  CstrWortungu Catrmangou  Spmmiz
127 2,00 3,30 2,00 1,00 3,00 2,30 2,00 1,00 5,52 -
i teo % % 1% 2o T b 50 D, E, F, G... - Nun folgen in den Spalten
e 2o 3o % 10 3% oo 10 1o die untersuchten Merkmalsauspragungen.
67 2,00 3,00 2,00 1,00 2,00 1,90 2,00 1,00 o - -
] i b zm 100 b0 2100 Si00 160 Die Merkmalsauspréagungen sind mit Kurzeln
X X 2,00 3,00 2,45 2,50 2,00 ¥ i i i
na 1 2% b 2 m a ;ﬁ 2 : in der ersten Zeile angegeben, sollten nicht
B % Y % % % b 2w e & RS langer als 15 Zeichen sein und keine Zahlen
FER o0 Lén 300 200 oo 320 200 oo 388 i
16 blau 1,00 250 200 100 300 1,95 250 1,00 559 »-Ausriching o enthalten.
e % $3 % 3% ] S Fes % 56 » Rahmen und Die Zahl rte fiir jedes Indivd t
i Zo 3w Feo e e xmo im 1@ em  xSeesenow (SIS NBHWELTE IaE Jeres AT TIRSISIamen
i 0 B o Hr Fr i e L] o aus einer Bewertungstabelle und stehen dann fur
s bl o0 n 1% o 5 8% o o eine Qualitat der Ausprégung, oder sind echte
2 a3 000 i5a S io0 Too 250 2 vio was rnlieyalidres,
2308 1,00 230 5,00 4,00 5,00 5,75 1,00 109 82 Zahlenwerte aus Messungen.
24 w20 2,00 4,70 4,00 .:‘OU 5,00 4,10 1,00 1,00 3,86 [ Anpaicen sl 2 ]
R ¥ TR — s p—— " p— J— i—{— Beispiel: In Spalte I steht: Cstrwertungu =
3 e T 5 o 30 o it 160 1o Sa0 Ve e Cuticulastreifenwertung der unteren Epidermis:
In Abgleich mit den zugehorigen Bewertungs-
Screenshot 001: Aufbau der Exeltabelle g e g
Kategorien, bedeutet der hier angegebene Wert,
wie deutlich die Cuticulastreifen auf der untern
il audio neu ™) Morphiabelie.xls Die Excel-Tabelle muss Epidermis zu erkennen waren: Wertung 0 - keine
Byt ol als .csv-Datei gespeichert bis Wertung 3 - sehr deutlich.
Excel-Arbeitsmappe Lxisx) : i In Spalte K steht: Spmmdz =
g 3 werden (d.h. Komma n Spa : Spl
7 Excel 97-2004-Arbeitsmappe Lxls) getrennte Werte) Stomata pro mm? geteilt durch den Wert 10.
4 Ex:e:f:;rlz.\n-;;‘t:nxlj ik Unter Mac OS oder Linux Hier handelt es sich um den Druchschnittswert
wccel 67-2004-Vorlage (x i 4
Kommagetrennte Werte {.csv) ist es nétig, als ,Windows- der ausgez&hlten Stomata, pro mm?, geteilt durch
ptasheRm) kommagetrenntes csv" zu den Wert 10, zur Angleichung auf eine Stelle vor
vl speichern. dem Komma - wichtig fur eine gleichmaBige
Excel-Bindrarbeitsmappe (.xisb) Distanzberechnung, tber die Merkmalsaus -
acAn Excel-Arbeitsmappe mit Makros {.xlsm) i i)
“ats  Excel-Vorlage mit Makros {xitm) pragungen hinweg, Dieser Wert geht auf echte
R e Gl Messung bzw. Auszahlung zuriick und ist damit
juna 4 Excel 97-2004-Add-In (.x1a) = i isi
e | Wbheiel e buie g et 2000 e Wik keine Kategorisierung
UTF-16 Unicode-Text {.txt)
zu Datg T Text (.txt)
Windows-formatierter Text (.txty
MS-DOS. i Text {.txt)
=3 Windows-kommagetrannt {.csv)
— MS-DOS tcsv)
Leerzeichengetrennter Text {,prn)
POrdner DIF (Data Interchange-Format) (.dif)
Screenshot 002: Speicherungsformat .csv
Wichtig: Das Programm treegen (Benedikt Miiller 2011) funktioniert mit
§ Offnen den neueren Versionen von Mozilla Firefox ®: ab Version 3.6.17
r] st Ml Sk Ginitand) auch kompatibel mit Mac-Version Firefox, Version 4.0 ff
i In den Papierkorb legen %) Firefox
treegen, htn i @ Firefox [1] (XP) % . y s
L reegen him| w:-rl:er;:u:?:;- T— # Internet Explorer (XP) nicht aber mit anderen Webbrowsern wie Safari 5.0.X
£ — .treegen.html" auf CD/DVD brennen ... W M!ﬂomﬁ Word (12.2.3)
Screenshot 003:Die treegen.htrr!ﬁ en mit Mozilla Firefox (® Webbrowser
— — = Nach Offnen des Programms kann einfach
ceo Ifeetien [ durch Auswahl mit der Maus und Ziehen der
) | erstellten .csv-Datei in das blaue Startfeld der
Mkd  Berechnungsprozess fiir das .meg
=| und .nwk-Texformat gestartet werden.
3R I i ki Bk | Dies kann, je nach Umfang der
vsvaizd  ZU Grunde liegenden Excel-Tabelle und Rechen-
leistung des Computers, einige Sekunden
dauern.

R ot With MEGA(neg): Gleichzeitig wird ebefalls das Visualisierungs-
programm fir eine grafische Interpretation
der Distanz-Matrix (siehe .meg) ausgefiihrt.

Newick tree for display in MEGA (.nwk):
'/ N
Screenshot 004: Drag & Drop der cvs-Datei in treegen
.
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Do Trecten
TreeGen [
A | fiessiusers 4 /treegen.html * | (*§- Coogh Q) [m
Showing resuits of NEUmorphtabeile.csv
Distance matrix for use with MEGA (.meg):
[Fmega il
ETITLE blah blah blsh blah blah;
IFornat DataType-distance;
tDescription
blah blah blah
blah blah;
1
52
¥4
s
e
#7
8
|#2
Newick tree for display in MEGA (.nwi):
(CRTOE, (1{{Ka8. Ko}, (K94, (K27, (ES5, K971} [1¥20, KIT0Y, (KIIT, (K74, KI0)11), [LLL89, K13Y, (KOZ, K241, {( (K112,
(K100,K108) ), ( (K3B,K108), ( (K115, (K47,K75)), (K77,K61))) ), (K86, (K92,K118))) ), ({((K0T,KEB), (K30, K&4)), { (K2
(K10,X91)), (14, (KL3,KLB)) ) ), ( (KSD, (K33,K119)), (KS1,KE1)1)1)), (K116, (13,K103)), ( (K2Z,K94), (K15, K42})}),
({10, (9,K83b0) ), (K71, (blaw, ({11, (12,8), (067, (0010,00113 1)1, ({6, (vosa, (5, (7,32))) ), (Klaus, [3,21))314))s

Der errechnete Output von treegen besteht aus
zwei Textfeldern sowie einer Grafik und der
Debug.info-Box:

Distance matrix: pistanzmatrix, als Text im Formatierungs-
schema, um damit in MEGA® zu arbeiten

Newick tree: Eine Bauminterpretation der Distanzmatrix, basierend
auf Neighbor-Joining im Formatierungsschema, um als
nwk-Datei von MEGA angezeigt werden zu kénnen

Distance matrix visualization: rarbinterpretationsgrafik
der Distanzmatrix

Debug—Info: Protokoll der errechneten Schritte

Die Distanzmatrix wird in Form von
Text im ersten Feld wiedergegeben.
Dieser Text muss als Ganzes markiert,
kopiert und in ein leeres Text-
Dokument des Texteditors eingefiligt
werden.

Ohne Titel

Distance matrix visualization:

T
- pushProperty loop
= pakli opholy Ty donsucoaatiegd intienytn
- distMatrix create:

uaaansaws;sssemwasssssm;:nsz-ssuawswﬁssg72uanznﬁslv76w§ussslvs

Screenshot 005: Ubersicht iber die von treegen errechneten Ergebnisse aus der csv-Datei

Die erstellte meg-Datei kann

in MEGA 5 ® geéffnet werden und
durch Wahlen der Option
+~Phylogeny" ,,,Neighbor-Joining"

als Stammbaum interpretiert

und dargestellt werden.

Der so errechnete Baum entspricht
den MEGA 5 ® zugrunde liegenden
Algorithmen zur Erstellung von
distanzbasierten Stammb&dumen.

Screenshot 008: Darstellung der Distanzmatrix in Mega 5 ¥ und Interpretation als Stammbaum durch Neighbor-Joining

0.5194 0.3 8,301
2 8.6248 0.6280

| 0.4874 0.4789 0.5596 0.5299 0.6693 B.6395 B.5340 B.4432

0.4931 0.4828 0.3510 9.3294 8,4642 0,434 08,4078 A, 5628
[ 8.5724 9.3417 0.4633 0.3010 0.4873 0.2672 0,438 §.6323 0.5915 0.4159

0.4754 0.4575 05595 0.3514 0.5561 0.3024 0.4642 0.6243 0.6178 04782 0474

0.5530 05579 0,6457 0.5711 9,522 0,5659 0.6346 0.6557 0.5250 0.4513 0,473 0.5630

0.4658 0.4529 0.5220 0.5430 0.5036 0.3544 04160 0.7767 06437 0.4776 0.4620 0.4754 0.5600

0.4865 0.3620 .5533 B.3995 8.3853 0.3620 0.3795 0.4950 0.5562 0.5683 03454 0.4920 0.5404 0.4604

B.5636 05407 B.5172 6,559 0,5011 0.553¢ 0.5754 A.6625 06387 0,782 0.5630 0.7002 B.5722 B.SA1S B.5804 b
0.3693 0.4650 0.7225 §.4777 0,553 0.6342 0.6355 0.6551 0.6138 0.6865 0.6247 0,579 0.5239 8.6271 9.5991 9.3528 T
0.6117 0.6605 0.9575 @.6718 8.6458 0.6737 0.7950 0.6561 0.7550 0.7465 0.6296 0.6579 0.5483 0.6217 8.6213 9.4757 9.4335

Screenshot 006: Distanzmatrix im Texteditor

als txt-Datei.

Die txt-Datei muss als meg-Datei gespeichert
werden, um spéter von MEGA 5 richtig interpretiert
zu werden

Sichern unter: | Distanzmatix. me:

= =) =) (o v B

Screenshot 007:
Speicherform der
Distanzmatrix

a060 NI MECA 5.01 Fie ! e Vi
e s =
1%‘“’” m‘?\? = L il & & bl HS N & e85
Aign  T| Dpata T Models | Distance T Diversity '|wnu=-r T UserTree '|lnc=!m| e I
&) %
alels] N MS: Distance ?_f
FEile Disploy_Average Help i
sl elglaaaaa =
1 2 [ a |« s [ & ] 7 8] a]w]|un]iz|dE
EIE] e
vz 2 0347
EE] 0628 0408 iy
2R 0385 0338 0356 i
15 6 0423 0450 0496 0406
ETN 0529 0383 0386 0308 0392 =
0519 0323 0280 037 0453 D3OS I
0585 0518 0721 0509 0654 D638 0628 |
s 10 D457 0471 0560 0520 0670 D640 0534 0443 |
<10 11 0453 0483 0352 0320 0484 D435 0407 0630 0563 1
w11 12 0572 0332 0463 0301 0407 0267 0437 0652 0592 0a16 I
12 13 0475 0458 0638 0331 0558 | 0302 0464 0625 0618 0470 0474 1l
11354 0530 0358 0645 0571 0522| 0589 0635 0.656| 0526 0451|0474 0563 |
Fid blau | 0466 0483 0.523 0543 0504 | 0354 0415 0.777 0.644 0478 D462 0479 |
= D47 0o3mo. poss ndon nszel pona o3an gdno pone Doadl noen ool

J
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Der errechnete Output von treegen
beinhaltet im zweiten Textfeld einen fertigen

i Neighbor-Joining-Stammbaum in Textform.
EE . Dieser Text kann grafisch verarbeitet und
aussagekraftig dargestellt werden.

Newick tree for display in MEGA (.nwk):
[{{(K28c, ((((K4B,K53), (KB4, (K27, (K95,K96)))), ( (K20, KL10), (K114, (K74,K106)})1)),((
|(K100,K108) ),  (K38,K109), ({K115, (K47,K75)), (K77,XK01)) )}, (KBS, (K92,K118)))), ({(
(X10,K91)), (14, (K13,K18)1)), ( (K90, (K33,K118)), (KS1,K61))1))), ((K1le, (13,K103)),
16410, 19, X89Bc) ), (K7L, (blaw, ({11, ((4,8),(0e7,(0010,0011})) ), ({6, (rosa,(5,(7,12)

[0, 0L3), (K02, K241 ), (({K112,
(KO7,K88), (K30, X44) }, ( (K2Ba,
((K22,K94), (K15,K42)))),

1)), {RLlaus, (1,2)10)00) 1)

Kiere opiere e ge Der Stammbaum wird in Form von

Text im zweiten Feld wiedergegeben.

: Dieser Text muss wie zuvor als Ganzes
Distance matrix visualization: markiert, kopiert und in ein leeres Text-

Dokument des Texteditors eingefiigt
[ werden.

20t ((((K53) (KB (K7 (58 1120 (KB KT ) (KL, 108 1))
(o, (K02, K247, (K12, (K100 K168)) (K38 vu.es} (OIS, (K47 K75 ),
CKT7.K81)Y5), (KBS , (K52 K418 ))7), {(((KD? K38 ), (K3 K44 )), { (K280, (KLB,KS)), (14,
(13,18 )3). (K99, (K35 K113 Y, (K51 K61 D333 ((Kns (13 KL83) (K22,

Screenshot 005-Ausschnitt: Detail des Newick tree-Textfeldes, nach (HELE i e, Bl G 007 S B——
Verarbeitung der csv-Datei.

Screenshot 009: Stammbaum im Texteditor
als txt-Datei im Formatierungsschema fir eine

Die txt-Datei muss dieses Mal als nwk-Datei gespeichert nwk-Datei.
sein, um spater von MEGA 5® richtig interpretiert
Zu werden. , A
Sichern unter: | Stammbaum.nwk o
::_urmalgs;:m_n —wma

Screenshot 007:Speicherform des Stammbaums
Die erstellte nkw-Datei kann
in MEGA 5 (0 gedffnet werden und
wird sofort als fertig errechneter
Stammbaum wiedergegeben

e mnasis Hep e SIS
" Eile Image Subtree View pumu r

| o H& 8 6|5 =

F
g

lth

Der dargestellte Baum entspricht
der reinen Neighbor-Joining-Regel,
nach der bei jedem Vergleichsschritt,

AEERG mPE T ET]

die beiden ahnlichsten Testkandidaten K96
zusammengefasst werden. . i
Zu Grunde liegt die von treegen 4'__|_T§K'“ ;
erzeugte Distanzmatrix. i N E‘;
MEGA® st hier nur Darstellungs- 4[5213 >
Programm. e 1)
Das nwk-Dateiformat ist der fertige L —Eﬁéﬁ
Baum und kann auch als Text gelesen, K108
oder von anderen Programmen ‘— [ |—|:§§g

dargestellt werden.
Screenshot 010: Darstellung des Stammbaums in Mega 5®

Abbildung 17: Anleitung zur Auswertung der Morphologietabelle: Output treegen und
Interpretation mit MEGA. Anleitungstafeln fir den Umgang mit diesen Programmen.

Mit Hilfe der errechneten Distanzen konnten so Cluster der Ahnlichkeit
(Morphologische Distanzen) ausgemacht werden und mit den genetischen Daten der
Pflanzen, einer Mikrosatelliten-Analyse, abgeglichen und Korrelationen errechnet
werden.

Die Mikrosatelliten-Analyse der Pflanzen wurde von Ioana Valea in ihrer
Bacherlorarbeit 2010 durchgefihrt (siehe Daten-DVD: Diplomarbeit -
Bachelorarbeit_Ioana_Valea.pdf). Sie gibt Aufschluss Uber die verwandtschaftlichen
Verhaltnisse der Testpflanzen.
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2.4.10. Erstellung der Datenblatter

Die erhobenen Daten wurden in Form von Datenblattern zusammengefasst und mit
reprasentativem Bildmaterial anschaulich arrangiert.

Vitis vinifé 1 Sylvestris Individuenkennung: Lg-‘-

Blattfarm: Langlich dreieckig, teilweis 3 ch dreilappig,

mit oder ohne Buchtunge( "By gesigl (K24-A und K24-B)
©24-F, K24-G)

Blatt flach bis leicht wellig,

Blattfarbe: Dunt M smatt,
Obe Jler als Unterseile (K24-F, K24-G)
Blattstrukturen S iiterseite fast faggms - leicht glanzend (K24-C),
aber mit deutiichen abstetd “brsten auf den Blattadem

Blattrand mit deutlichen BY . 24-D)

Flachenschnitte:

obere Epidermis: Deutiich verzahn! 6 nit deutlichen Cuticulastreifen,
(K24-H, K24-1 und K24-JJ 5500

untere Epidermis; Kaum bis mittel verzahnte Zellen
sehr ungleichméaRige Stomfemiilung, Stomata ca. 21 im lang {14 - 30 pm)
bei einer Stomatadichte v{ 7 Stomataimm’ (K24-K, K24-L und K24-M),
keine sichibaren Cuticulas® Jch nicht um gréGere Stomata

Blattquerschnitte: 3um Dicke

Stomata: Erhohte Stomata - prasenti Lage (K24-N, K24-0, K24-Q, K24-5}
deutliche und dicke &uleg 8 “ahodmehen (K24-N bis K24-T),
wenn sichtbar nur kleine § Jticulahamchen
(K24-N, K24-Q, K24-5)

Abbildung 18: Schema eines Datenblattes. Bild und Text-Anordnung in der Ubersicht. Die
Buchstaben A-T stehen fiir die verschiedenen Bilder, die ausgewahlt wurden. Die Zahlen 1-8
stehen flir die beschreibenden Textpassagen. Insgesamt charakterisiert das Datenblatt so eine
einzelne Vitis-Pflanze in allen untersuchten Details.

Erklarung der Datenblattzusammenstellung

Textpassagen:

* 1 : Artbezeichnung: Die meisten Datenblatter behandeln die unterschiedlichen
Individuen der Vitis vinifera sylvestris-Sammlung des Botanischen Gartens der
Universitat Karlsruhe und beschreiben damit eine bestimmte Pflanze und nach
Maoglichkeit alle ihre Klone/Stecklinge. Dennoch sind auch andere Vitis-Pflanzen
ebenfalls in Datenblattern erfasst worden. Darunter einige Kulturweinsorten
oder aber auch andere Vitis-Arten wie Vitis riparia oder Vitis rupestris.
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* 2: Jede Vitis-Pflanze im Botanischen Garten besitzt eine bestimmte Individuen-
Kennung, die genauestens eine einzelne Pflanze und alle ihre durch vegetative
Vermehrung gewonnen Klone benennt. Hier wurde auf die alte Kennung und
Kurzelverwendung zurlickgegriffen, wie sie in der genetischen Identifizierung
mit Hilfe der Mirkosatellitenanalyse durch Ioana Valea verwendet wurde.
Offiziell sind inzwischen die Individuen ,H“ zu ,HO“ umbenannt, auBerdem
wurden die friher nur nummerierten Pflanzen 01 - 13 inzwischen mit VsylK-01
bis VsylK-13 neu betitelt. Eine genaue Auflistung, welche Kirzel fir welche
Pflanze stehen, findet sich im Anhang unter 6.3. Pflanzenliste.

+ 3: Unter ,Blattform™ wurde grob der Umriss der Blatter beschrieben und ob die
Blatter der untersuchten Pflanze eher einen flachigen oder welligen Habitus
aufwiesen. Wenn mehrere Blattformen an der selben Pflanze beobachtet
werden konnten, wurden die haufigsten und deutlichsten Auspragungen der
jeweiligen Formen dokumentiert. Stets wurde auf eine reprasentative
Dokumentation Wert gelegt und mehrere Blatter von mehreren Klonen unter
verschiedenen Bedingungen herangezogen, um einen guten Uberblick der
Merkmalsvariabilitat zu bekommen. Der Text wird durch die Bilder A und B

gestutzt.
rund, herzférmiges iecki dreilappiges Blatt fiinflappiges Blatt
rundliches Blatt Blatt dreieckiges Blatt ppig ppig

spitz, zipfelig
gesdagtes Blatt

Blattbuchtungen

breit bzw. rundlich
gesagtes Blatt

Abbildung 19: Beispielphotos von dokumentierten Blattformen bei V.v.sylvestris und und ihren
auf den Datenblattern verwendeten Beschreibungen.

* 4: Unter ,Blattfarbe™ wurden die haufigsten beobachteten Blattfarbungen
zusammenfassend festgehalten. Dabei wurden stets gut entwickelte Blatter
mittleren Alters ausgewdhlt, um den Farbton zu bestimmen. Wenn andere
besondere Blattfarbungen auftraten, die an jungen oder alten Blattern vorkamen,
wurden diese hier gesondert vermerkt. Ebenfalls wurde festgehalten, ob die Blatter
einen matten oder einen gldnzenden (leicht spiegelnden) Eindruck erweckten und
ein Vergleich der Farbunterschiede von Blattunterseite zu Blattoberseite notiert.
Dabei sind alle Angaben auf die beobachteten Vitis-Pflanzen bezogen und kénnen
nicht auf Pflanzen anderer Gattungen lbertragen werden. Ein hier als , dunkelgrin®
beschriebenes Blatt steht fir einen dunkleren Farbton im Verhdltnis zu den
Blattern anderer Vitis-Individuen und nicht zwangsldufig flir einen absoluten
Farbwert. Die Bewertung ist ausschlieBlich von mir selbst, durch Augenmaf und
bei guten Lichtverhaltnissen vorgenommen worden. Da ich alle Pflanzen selbst
bewertet habe, ist ein Vergleich mdglich - dabei ist das Empfinden, welcher
Farbton nun als ,dunkel-" oder ,hellgrin™ betitelt wird, zwar sehr subjektiv, aber
hier nicht ausschlaggebend. Der Text wird durch die Bilder A, B, F und G
gestatzt.
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5: Unter ,Blattstrukturen™ wurden Haare, Borsten und Fasern, die sich am Blatt
befanden, beschrieben. Dabei wurde vor allem die Situation auf der
Blattunterseite festgehalten. Auch Borsten am Blattrand wurden separat
dokumentiert, da hier Unterschiede zwischen den Individuen bestanden.
Oftmals wird hier die Mattigkeit der Blatter nochmals erwahnt, da die
Farbgebung stark von der Auspragung der Haare auf dem Blatt bestimmt wird.
Der Text wird durch die Bildern C, D und teilweise F und G gestutzt.

6: Hier wird die obere Epidermis in Hinblick auf Verzahnung und
Cuticulastreifen beschrieben. Die Beobachtungen gehen auf Flachenschnitte von
frischem Blattmaterial zurick und sind nur ein grober Anhaltswert, welche
Epidermisauspragungen zu sehen waren. Der Text wird durch die Bilder H, I
und J gestutzt.

7: Auf die Beschreibung der unteren Epidermis wurde besonders Wert gelegt.
Das Datenblatt beinhaltet an dieser Stelle, neben der Beschreibung von
Verzahnung der Epidermiszellen, vor allem Informationen Uber die Stomata.
Wie die durchschnittliche Stomatadichte (bestimmt Uber die Auszahlung der
Stomata auf den Markierungen der Klebeabdriicke), die StomatagréBe im
Durchschnitt sowie in Klammer () den Spielraum, in dem sich die Messungen
bewegten, um abzuschatzen, welche GroBen fir dieses Individuum moglich
sind. Bestimmt wurden diese Werte Uber Mikroskop-Photos der Klebeabdriicke
und Vermessungen der Stomata mit Zeiss AxioVison®. Der Text hier stlitzt sich
also auf die Auswertung der Klebeabdrlcke. Die Bilder K, L und M sind lediglich
exemplarische Aufhahmen der Flachenschnitte von frischem Blattmaterial und
geben nur grob die beschriebenen Beobachtungen wieder.

8: Die Beschreibung der Stomata im Querschnitt stltzt sich auf die Aufnahmen
der Semi-Dunnschnittpraparation am Fluoreszenzmikroskop. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Situation der inneren Cuticulahérnchen gelegt.
Daneben wurde auch die Stomatalage beschrieben und festgehalten. Der Text
wird durch die Bilder N, O, Q, R, S und die Schemazeichnung T (abgeleitete von
Bild S) gestutzt.

Fur die Datenblatter wurden Bilder ausgewahlt, die reprasentativ waren und den
Charakter der jeweiligen Pflanze bestimmten:

L]

A: Ein Pflanzenbild in der Ubersicht zeigt eine Pflanze, die fiir die weitere
Analyse herangezogen wurde. Meist wurden mehrere Klone untersucht, die hier
abgebildete Pflanze war aber stets der Kandidat, von dem die meisten Blatter
stammten, die spater genauer fir dieses Datenblatt dokumentiert wurden. Das
Bild zeigt den Entwicklungsstatus und das Gesamterscheinungsbild der
jeweiligen Pflanze.

B: Zeigt ein Photo mit den flr dieses Individuum typischen Blattformen. Dabei
wurden nur Blatter ausgewdhlt, deren Formen mehrmals an der Pflanze
vertreten waren und insgesamt einen guten Uberblick Uber die Vielfalt der
moglichen Blattmorphologien gaben. Bild gehdrt zu Text 3.

C: Zeigt eine Mikroskop-Aufnahme von der Blattunterseite und zeigt, wenn
vorhanden, Fasern und/oder Borsten im Detail. Bild gehort zu Text 5.

Seite: 50 2011 - Botanisches Institut I, Universitiat Karlsruhe



Morphologische und Anatomische Untersuchungen der Wilden Weinrebe Seite: 51

D: Zeigt eine Mikroskop-Aufnahme des Blattrandes. Fokus lag hier darauf, den
eventuell durch Borsten bewimperten Blattrand flir das im Datenblatt
beschriebene Individuum festzuhalten. Bild gehort ebenfalls zu Text 5.

F: Makroaufnahme der Blattoberseite des Individuums. Hierfir wurde ein Blatt
ausgewahlt, das die haufigste an dieser Pflanze vorkommende Blattform
reprasentiert. Im Detail sind gut die Blattadern zu erkennen.

E: Nur auf wenigen Datenblattern enthaltene, zusatzliche Aufnahmen der
Blattunterseite, wenn es nicht moglich war, Fasern, Haare oder Borsten in
einem Detailbild (F) zu erfassen.

F: Makroaufnahme der Blattoberseite eines reprasentativen Blattes. Im Detail
sind oft sogar Haare und Borsten auszumachen.

G: Makroaufnahme der Blattunterseite des selben reprasentativen Blattes. Im
Detail sind oft sogar Haare und Borsten auszumachen.

H, I, J: Drei Mikroskop-Aufnahmen der oberen Epidermis von verschiedenen
Stellen. Die Aufnahmen sind so reprasentativ gewahlt, wie es fur die
Flachenschnitt-Praparation maglich ist. Dabei ist stets das groBere Bild H die
haufiger beobachtete Epidermis-Struktur. Das Bild gehort zu Text 6

K, L, M: Drei Mikroskop-Aufnahmen der unteren Epidermis von verschiedenen
Stellen und Blattern. Die Aufnahmen wurden auch hier so reprasentativ wie
moglich gewahlt. Das Bild gehoért zu Text 6, auch wenn den Ausflihrungen und
Daten in Text 6 die genauere Untersuchung der Klebeabdrlicke zugrunde liegt.

N, O, P, Q, R, S: Mehrere reprasentative mikroskopische Aufnahmen der
Schnittpraparate des Individuums am Fluoreszenzmikroskop. Es wurden hier
typische Photos ausgewahlt, die ein gutes Spektrum Uber die Variabilitat der
Stomata im Blattquerschnitt geben. Dabei wurde vor allem auf die Stomata-
Lage und die Auspragung der inneren Cuticulahérnchen geachtet.

T: Schematische Zeichnung eines reprasentativen Stoma im Querschnitt
(abgeleitet von Bild S) zur Veranschaulichung der Stomatamorphologie im
Querschnitt.
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